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RESUMO 

 
CARVALHO, L.R.R.A. Efeitos do consumo de nitrato inorgânico (NaNO3) 
sobre a longevidade e envelhecimento de ratos Wistar. 2021. 136f. (Tese em 
Ciências Fisiológicas). Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa – PB. 
 
 A busca com intervenções e fármacos que aumentem a longevidade e 
diminuam os efeitos do tempo sobre o organismo (envelhecimento), é tão antiga 
quanto a própria humanidade. Com base nas recentes descrições de efeitos 
benéficos dos nitratos sobre diversas condições de saúde, o consumo de 
vegetais ricos neste sal, como o espinafre e as folhas da beterraba, tem sido 
estimulado. No entanto, os efeitos crônicos dessa suplementação ainda não 
foram descritos e, devido seu potencial tóxico, avaliações a longo prazo são 
urgentes e necessárias. Sendo assim, com este trabalho objetivou-se a 
avaliação dos efeitos do consumo de nitrato de sódio sobre a longevidade e 
envelhecimento de ratos idosos. Para tanto, foram utilizados ratos Wistar de 
ambos os sexos, com 15 meses de idade, suplementados continuadamente com 
água de beber (placebo) ou solução nitrato de sódio (NaNO3 - 10mM), até a 
morte natural por senescência. Durante o período de tratamento, os animais 
foram submetidos a acompanhamentos clínicos semanais e exames 
laboratoriais a cada três meses. Após a morte, foi realizada a avaliação da 
reatividade vascular e coleta de amostras para análise histopatológica e 
determinação da causa mortis. Os resultados demonstram que a suplementação 
com nitrato inorgânico, por longos períodos, não altera o tempo de vida e o 
envelhecimento dos indivíduos. Além disso, o consumo crônico foi responsável 
por uma significativa melhora no efeito e sensibilidade de substâncias 
vasoconstritoras e vasodilatadoras, sugerindo uma melhora da função vascular, 
sem indícios de tolerância. Quanto ao acompanhamento laboratorial, não foram 
demonstradas alterações causadas pelo nitrato, independente do sexo, apenas 
alterações relacionadas ao envelhecimento saudável. Similar ao diagnóstico da 
causa da morte, onde foram descritas alterações causadas pelo envelhecimento 
em quase todos os sistemas orgânicos, porém não houve diferenças entre os 
grupos. Dessa forma, foi possível concluir que a suplementação a longo prazo 
com nitrato inorgânico não interfere significativamente no tempo de vida e 
processo de envelhecimento saudável, sugerindo tratar-se de uma intervenção 
segura e de fácil acesso, para o consumo por longos períodos. No entanto, seus 
efeitos parecem ser dose-dependentes e estudos que avaliem seu custo-
benefício são necessários. 

 

Palavras-chave: Tempo de vida; nitrato de sódio; curvas de sobrevivência; óxido 
nítrico  
 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 
CARVALHO, L.R.R.A. Effects of consumption of inorganic nitrate (NaNO3) 

on the longevity and aging of Wistar rats. 2021. 136f. (Thesis in Physiological 

Sciences). Federal University of Paraíba, João Pessoa - PB. 

 

The search for interventions and drugs that increase longevity and 

decrease the effects of time on the organism (aging), is as old as humanity itself. 

Based on recent descriptions of the beneficial effects of nitrates on various health 

conditions, the consumption of vegetables rich in this salt, such as spinach and 

beet leaves, has been encouraged. However, the chronic effects of this 

supplementation have not yet been described and, due to its toxic potential, long-

term evaluations are urgent and necessary. Therefore, the objective of this work 

was to evaluate the effects of sodium nitrate consumption on the longevity and 

aging of elderly rats. For that, Wistar rats of both sexes, 15 months old, were 

used, continuously supplemented with drinking water (placebo) or sodium nitrate 

solution (NaNO3 - 10mM), until natural death by senescence. During the 

treatment period, the animals were submitted to weekly clinical follow-ups and 

laboratory tests every three months. After death, vascular reactivity was 

evaluated and samples were collected for histopathological analysis and 

determination of the cause of death. The results show that supplementation with 

inorganic nitrate, for long periods, does not alter the life span and aging of 

individuals. In addition, chronic consumption was responsible for a significant 

improvement in the effect and sensitivity of vasoconstrictor and vasodilator 

substances, suggesting a significant improvement in vascular function, with no 

evidence of tolerance. In the laboratory follow-up, no changes caused by nitrate, 

regardless of gender, were shown, only changes related to healthy aging. Similar 

to the diagnosis of the cause of death, in which alterations caused by aging have 

been described in almost all organic systems, however, there were no significant 

differences between groups. Thus, it was possible to conclude that long-term 

supplementation with inorganic nitrate does not significantly interfere with the life 

span and healthy aging process. Suggesting that it is a safe and easily accessible 

intervention for long-term consumption. However, its effects appear to be dose-

dependent and studies that assess its cost-benefit are needed. 

 

Keywords: Lifetime; sodium nitrate; survival curves; nitric oxide 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1  Longevidade, história e sociedade  

 

Ao longo da história e do processo evolutivo, um fator marcante para a 

sobrevivência das espécies foi o “tempo de vida”. No tocante aos seres 

humanos, em comparação com as espécies que compartilham o mesmo 

ancestral, a expectativa de vida ao nascimento mais que dobrou ao longo de 

aproximadamente 300.000 gerações (Finch, 2010). 

O aumento da longevidade de nossa espécie foi ainda mais expressivo nos 

últimos 200 anos, atingindo um crescimento médio de 2,5 anos a cada década 

(Flatt; Partridge, 2018). Sendo o tempo de vida máximo, documentado na França 

em 1997, referente a uma senhora que veio a óbito com 122 anos e 167 dias de 

idade, quase 50 anos a mais que a expectativa de vida da época na Europa 

(Guest, 2019).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2020), em 2016 a 

expectativa de vida média em todo o globo foi de 72 anos, sendo 69,8 para os 

homens e 74,2 para as mulheres. No entanto, com variações notáveis entre os 

países, principalmente no tocante aos gastos em saúde, com uma relação 

positiva entre um maior investimento nessa área e aumento na expectativa de 

vida da população (Bein et al., 2018). No Brasil, de acordo com o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), em 2018 a expectativa de vida ao 

nascer dos brasileiros era de 76,3 anos, sendo 72,8 para homens e 79,9 para as 

mulheres, um aumento de mais de 30 anos em relação a 1940 (IBGE, 2020).  

Com base nesses dados, parte das pessoas que vivem atualmente acima 

dos 60 anos supostamente estaria morta no passado. Esse aumento substancial 

da expectativa de vida dos humanos é resultado de diversos fatores 

desenvolvidos ao longo do processo evolutivo, dentre os quais ressaltam-se as 

mudanças socioambientais — como o estilo de vida, hábitos alimentares, 

segurança, higiene — e a maior atenção com a população infantil e idosa. Além 

disso, também as mudanças do ponto de vista médico, como o aprimoramento 

dos cuidados a saúde em todas as idades, redução dos impactos causados por 

doenças infecciosas, protocolos de imunização, antibióticos, técnicas cirúrgicas 
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e demais ferramentas e recursos destinados à saúde (Flatt; Partridge, 2018; 

Guest, 2019). 

No entanto, viver mais ou para além das expectativas traz consigo uma 

série de desafios fisiopatológicos inerentes ao processo de envelhecimento. A 

idade é um dos principais fatores de risco para desenvolvimento de doenças em 

humanos, como câncer, diabetes, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (Niccoli; Partridge, 2012; López-Otín et al., 2013; Abiri; Vafa, 

2019).  

Para além das questões individuais que envolvem a saúde dos indivíduos 

longevos, um aumento da idade média das populações também reflete em 

mudanças e adaptações socioeconômicas (Carone et al., 2005). A seleção 

natural age contra o envelhecimento impedindo o crescimento demasiado da 

população. No entanto, a espécie humana tende a burlar esse efeito e continua 

“crescendo”, tanto em quantidade de indivíduos quanto em tempo de vida, sendo 

possível observar que as pessoas com mais de 85 anos formam a parcela da 

sociedade com maior crescimento entre as faixas etárias (Hill et al., 2016). 

Kontis e colaboradores (2017) avaliaram por meio de projeções estatísticas 

a taxa de mortalidade e a expectativa de vida para 2030 em 35 países 

industrializados com dados de alta qualidade. De acordo com o estudo, a 

expectativa de vida aumentará em todos os países, com diminuição da diferença 

entre homens e mulheres. Ademais, os autores demonstram que o aumento da 

longevidade dos indivíduos está relacionado com a implantação de políticas de 

apoio ao envelhecimento saudável, investimentos em saúde e assistência social, 

além de reformulações no eixo educação-trabalho-aposentadoria (Kontis, et al. 

2017).  

No Brasil, em 2018 eram mais de 23 milhões de pessoas com 60 anos ou 

mais de idade, compondo 13% da população. Em 1980, a cada mil pessoas que 

chegavam aos 60 anos, 344 atingiam os 80 anos de idade; em 2018, este valor 

passou para 599 indivíduos, um aumento de 74%. As projeções realizadas no 

país indicam que em 2060 os idosos (com mais de 65 anos) representarão 

25,49% da população, correspondendo a mais de 58 milhões de pessoas (IBGE, 

2020). 

Diante deste fenômeno, dos pontos de vista demográfico, político, social e 

da saúde, há uma constante necessidade de encontrar maneiras de manter os 
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indivíduos saudáveis por mais tempo, preservando as funções orgânicas e 

impedindo ou retardando o surgimento de doenças. Essa busca, que acompanha 

a história da sociedade humana, compõe um dos mais desafiadores campos de 

estudo nas áreas da saúde, tecnologia e ciências biológicas.   

 

1.2 Biomarcadores do envelhecimento  

 

A busca pela compreensão do processo de envelhecimento para o 

desenvolvimento de formas que ampliem a saúde e a vida útil dos indivíduos 

(aumento da longevidade), é tão antiga quanto a própria humanidade. Este 

grande enigma passou a ser extensivamente estudado a partir dos anos 30, com 

as primeiras descrições do envelhecimento como resultado do processo de 

seleção natural (Fisher, 1930; Haldane, 1941). No entanto, o marco para os 

estudos modernos sobre envelhecimento foi o isolamento das primeiras cepas 

de vida longa (Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematódeo da família 

Rhabditidae), em 1983 (Klass; Hirsh, 1983).  

A evolução desses estudos fornece as bases para a compreensão dos 

efeitos do estilo de vida e fatores ambientais sobre a longevidade, assim como 

as bases celulares e moleculares envolvidas no processo de envelhecimento 

(López-Otin et al., 2013). As pesquisas nesse campo apresentam muitos 

paralelos com os estudos oncológicos, que ganharam mais embasamento a 

partir da descrição dos seis biomarcadores do câncer nos anos 2000, com 

atualização para dez (10) marcadores em 2011 (Hanahan; Weinberg, 2011). Tal 

categorização ajudou a conceituar as bases e vias essenciais para o processo 

de desenvolvimento do câncer e pontuar seus mecanismos adjacentes. Além 

disso, serviu como modelo para a categorização dos biomarcadores celulares e 

moleculares do envelhecimento, que foi proposta por López-Otin e 

colaboradores (2013), a partir de critérios específicos e obrigatórios.  

Os biomarcadores deveriam: (1) manifestar-se durante o envelhecimento 

normal; (2) seu agravamento experimental causar a aceleração do 

envelhecimento e (3) sua melhoria experimental causar o retardo no processo 

de envelhecimento e aumentar a expectativa de vida.  

Dessa forma, López-Otin e colaboradores (2013), elencaram nove 

biomarcadores do processo de envelhecimento:  
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(1) Instabilidade genômica: Acúmulo de dano genético ao longo da vida, 

seja dano direto a arquitetura e DNA nuclear, ao DNA mitocondrial ou 

ambos. 

(2) Desgaste telomérico: A maioria das células somáticas não expressam 

a telomerase, que resulta em encurtamento dos telômeros e na perda 

progressiva da capacidade proliferativa das células.  

(3) Alterações epigenéticas: Envolvem alterações nos padrões de 

metilação do DNA, modificação pós-traducional de histonas e 

remodelação da cromatina. 

(4) Perda da proteostase: Refere-se aos distúrbios nos mecanismos que 

promovem a estabilidade, funcionalidade e degradação das proteínas. 

(5) Detecção de nutrientes desregulada: Alterações nas vias de 

sinalização intracelular para os nutrientes, redução das funções de 

hormônios como GH, IGF-1 e insulina. 

(6) Disfunção mitocondrial: Redução da produção de ATP e aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênios (EROs). 

(7) Senescência celular: Parada estável do ciclo celular acoplada a 

alterações fenotípicas estereotipadas à nível celular. 

(8) Exaustão de células-tronco: Declínio do potencial regenerativos dos 

tecidos. 

(9) Comunicação intercelular alterada: Desregulação das secreções 

endócrinas, neurócrinas e neuronais, além de alterações na 

responsibilidade dos tecidos, disfunções imunológicas e alterações dos 

micro-ambientes.  

 

Esses marcadores são divididos em três grandes grupos: primários, 

antagonistas e integrativos (Figura 1). Os biomarcadores primários, como o 

próprio nome sugere, são aqueles que se desenvolvem de forma espontânea 

com o decorrer do tempo e são essencialmente deletérios à função orgânica 

(instabilidade genômica, desgaste telomérico, alterações epigenéticas e perda 

da proteostase). Já os antagonistas, têm efeito contrário aos primários e são 

inicialmente benéficos dependendo da intensidade, no entanto, com o passar do 

tempo e o aumento da estimulação passam a ser deletérios ao organismo 

(desregulação na detecção aos nutrientes, disfunção mitocondrial e senescência 
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celular). E por fim, os biomarcadores integrativos, que são resultado dos efeitos 

supracitados ao longo do tempo, afetando diretamente a homeostase e a função 

de todos os tecidos (exaustão das células-tronco e alterações na comunicação 

intracelular)(López-Otin et al., 2013).  

 

 

Figura 1. Biomarcadores do envelhecimento em uma interconexão hierárquica 

em três categorias. Fonte: Traduzido de López-Otin et al. 2013. 

 

Partridge e colaboradores (2018) revisaram e tabelaram os efeitos 

benéficos de uma série de intervenções em cada um dos biomarcadores do 

envelhecimento. Também pontuaram as mudanças com relação a idade e saúde 

(estudos observacionais), e os efeitos adversos apresentados pelas 

intervenções nos biomarcadores. O estudo ainda cita a preocupação com a 

porção crescente de idosos não saudáveis, e reforça a importância dos bons 

hábitos para um estilo de vida saudável e seu paralelo com o processo de 

envelhecimento (Partridge et al., 2018). 

Ainda no tocante à regulação genética do envelhecimento, Singh e 

colaboradores (2019) discutem a interação entre os biomarcadores, além das 

relações entre a base genética e os efeitos ambientais sobre o envelhecimento. 

Os autores propõem uma visão integrada deste processo ao longo do tempo, 

com a possibilidade de que alterações em qualquer um dos marcadores possa 

refletir em distúrbios nos demais (analogia mecânica) e, como consequência, na 
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progressão do fenótipo. Além disso, ainda adicionam nesse eixo integrativo, a 

influência externa do ambiente, como a dieta e as atividades físicas, e pontuam 

a influência de marcadores ainda desconhecidos (Figura 2) (Singh et al., 2019).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Atualização dos biomarcadores do envelhecimento propostos por 

Lopéz-Otin e colaboradores (2013) e sua relação com o ambiente externo. 

Adaptado de: Singh et al., 2019. 

 

Finalmente, a descrição dos biomarcadores inerentes ao processo de 

envelhecimento e suas relações entre si e com o meio externo permitem o 

aprimoramento da compreensão das bases fisiopatológicas do processo. Para 

mais, promove a fundamentação para o desenvolvimento de novas estratégias 

que objetivem a extensão da vida útil dos indivíduos de forma saudável 

(Partridge et al., 2018). 
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1.3  Modelos animais para estudos de longevidade e envelhecimento 

 

 Em uma pesquisa realizada em janeiro de 2021 na base de dados do 

Centro Nacional de Informação Biotecnológica dos Estados Unidos 

(www.pubmed.gov), as palavras “aging” e “longevity” apresentaram mais de 

550.000 resultados desde 1786, com um aumento expressivo de 91% a partir de 

1983, o marco para os estudos modernos (Klass; Hirsh, 1983; NCBI, 2021). A 

maioria dos trabalhos sobre envelhecimento usa os mesmos fenótipos: (1) vida 

útil (idade até morte); (2) longevidade (indivíduos com idade avançada); (3) 

longevidade excepcional (indivíduos que atingem ou excedem uma idade 

específica) e (4) envelhecimento saudável (uma combinação de envelhecimento 

e saúde) (Brooks-Wilson, 2013).  

No entanto, cabe ressaltar que o estudo do envelhecimento humano, por 

se tratar de uma espécie com tempo de vida relativamente longo 

(aproximadamente 70 anos – vide 1.1), apresenta uma série de desafios 

metodológicos, especialmente dos pontos de vista ético, financeiro e temporal. 

Frente a tais dificuldades, uma série de modelos experimentais alternativos para 

o estudo do processo de envelhecimento e longevidade foram desenvolvidos ao 

longo das últimas décadas, como revisado por Folch e colaboradores (2018).  

Os modelos animais para os estudos a longo prazo objetivam avaliar os 

mecanismos do envelhecimento em indivíduos com expectativa de vida mais 

curta, e são classificados em: metodologias in vitro (Yang et al., 2018) e in vivo, 

este último utilizando animais invertebrados e vertebrados.  

Nesse aspecto, atualmente, os principais modelos experimentais para o 

estudo do processo de envelhecimento e longevidade utilizam nematódeos 

(Caenorhabditis elegans) (Shen et al., 2018), leveduras (Saccharomyces 

cerevisiae) (Zimmermann et al., 2018), moscas da fruta (Drosophila 

melanogaster) (Moretti et al., 2020), peixes (Nothobranchius furzeri) (Platzer; 

Englert, 2016), roedores (camundongos e ratos) (Wang et al., 2018), cães e 

primatas não humanos (Colman et al., 2014).  

Entretanto, devido às características peculiares de cada espécie, os 

modelos experimentais pré-clínicos apresentam diferentes pontos fortes e 

limitações e, portanto, devem ser ponderados e discutidos de acordo com o 
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objetivo de cada estudo. Por exemplo, os modelos que envolvem animais 

invertebrados são mais rápidos devido à expectativa de vida curta dos 

indivíduos, além de apresentarem custos de pesquisa mais baixos. No entanto, 

apresentam limitações consideráveis devido às diferenças fisiológicas 

significativas, sobretudo no que se refere à metabolização de substâncias, 

principal alvo das pesquisas antienvelhecimento (Folch et al., 2018).  

Ainda nesse âmbito, estudos com vertebrados, sobretudo mamíferos, 

apresentam similaridades fisiológicas mais acentuadas quando comparados aos 

humanos. Por exemplo, os modelos com cães e primatas não humanos são os 

mais adequados para a translação dos resultados. No entanto, além do ponto de 

vista ético, apresentam custo de pesquisa elevado e um tempo experimental 

relativamente longo.  

Diante deste cenário, destacam-se os modelos pré-clínicos utilizando 

roedores, pois além da similaridade fisiológica com humanos, ainda apresentam 

expectativa de vida curta, o que reduz consideravelmente tempo, mão-de-obra 

e custos envolvidos na pesquisa (Folch et al., 2018; Azman; Zakaria, 2019).  

Além das características próprias do envelhecimento das espécies, 

diversas biotécnicas foram desenvolvidas para potencializar os modelos 

animais, principalmente no que se refere aos estudos com roedores. Destacam-

se a administração crônica de D-galactose, que causa deterioração das 

habilidades cognitivas e motoras semelhantes aos sintomas do envelhecimento 

(Wang et al., 2018; Azman; Zakaria, 2019), as linhagens endogâmicas com 

tendência à senescência (SAMP) e os camundongos mutantes klotho, 

caracterizados por uma deleção no gene klotho e a expressão rápido do fenótipo 

do envelhecimento (Bartolone et al., 2020). 

Dessa forma, mesmo havendo uma diferença significativa entre o tempo 

máximo de vida entre humanos e roedores, uma vez que a expectativa de vida 

de ratos de laboratórios utilizados em modelos experimentais é de 2,5 a 3,5 anos, 

com média de 3 anos, e em humanos aproximadamente 70 anos, esses modelos 

pré-clínicos ainda apresentam destaque na gerontologia (estudo do processo de 

envelhecimento) (Andreollo et al., 2012; Sengupta, 2013). 

 

1.4  Nutrição, envelhecimento e longevidade 
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O tempo de vida dos humanos é modulado pelo ajuste entre os fatores 

genéticos, ambientais e o estilo de vida, que determinam ininterruptamente as 

atividades fisiológicas do organismo e sua deterioração funcional dependente do 

tempo, além da progressão e susceptibilidade a doenças. Entretanto, esses 

fatores não atuam de forma igualitária sobre o envelhecimento, estimando-se 

que apenas 20-30% desse controle seja determinado pelos fatores genéticos, 

com um aumento gradativo dessa proporção com o passar do tempo (Hjelmborg 

et al., 2006; Ekmekcioglu, 2019). 

Desse modo, os determinantes principais do envelhecimento saudável e 

consequentemente do tempo de vida, são os fatores ambientas e o estilo de vida 

(Vidaček et al., 2017). Estudos que observam o estilo de vida das pessoas em 

regiões com maior proporção de idosos, como Sardenha (Itália), Nicoya (Costa 

Rica) e Okinawa (Japão), descrevem alguns hábitos comuns que são associados 

ao envelhecimento saudável e maior expectativa de vida. Como destaques: a 

prática de atividade física regular, ausência de vícios como o tabagismo, 

engajamento social e propósito de vida, espiritualidade, manutenção da massa 

corporal normal e uma dieta saudável com refeições menores e pouco calóricas, 

além de alto consumo de vegetais, frutas e grãos integrais (Rizzuto; Fratiglioni, 

2014; Buettner; Skemp, 2016; Pignolo, 2019). 

Ainda nesse aspecto, alimentos, dietas e nutrientes especiais podem 

influenciar diretamente o risco de doenças e mortalidade em humanos, 

interferindo na sobrevida do indivíduo, abordagem que desperta interesse pelo 

baixo custo e fácil acesso (Vidaček et al., 2017). No entanto, a influência negativa 

dos padrões alimentares também deve ser considerada. Nesses casos, as 

desregulações nutricionais associadas aos hábitos sedentários são descritas 

como fatores de risco para a obesidade, diabetes, hipertensão e dislipidemia, 

que representam 4 dos 10 maiores fatores para mortalidade por todas as causas 

em todo o mundo, com reflexo direto no tempo de vida das populações (Lacroix 

et al., 2017). 

Alguns mecanismos do processo de envelhecimento, podem ser 

modulados por intervenções metabólicas, alimentos, dietas e nutrientes 

especiais (Figura 3) (Lopéz-Otin et al.,2016; Ekmekcioglu, 2019), como também 

por drogas como a metformina (Piskovatska et al., 2019). Dentre esses 

mecanismos, principalmente os que envolvem o metabolismo e replicação 
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celular, como: desregulação na detecção de nutrientes e nas vias de 

crescimento, incluindo AMPK (proteína cinase ativada por AMP), SIRT1 

(sirtuínas), mTOR (proteína alvo da rapamicina dos mamíferos) e insulina/IGF-1 

(fator de crescimento semelhante à insulina-1), modificações epigenéticas e na 

autofagia celular, inflamação crônica de baixo grau (“inflammaging”), 

senescência celular, estresse oxidativo e desgaste telomérico (Lopéz-Otin et 

al.,2013; Ma; Gladyshev, 2017; Singh et al., 2019). 

 

Figura 3. Influência dos principais fatores nutricionais sobre os 

mecanismos do processo de envelhecimento relacionados em modelos 

humanos e animais. Fonte: Traduzido e adaptado de Ekmekcioglu (2019).  

Nesse contexto, foi primeiramente descrito por McCay e colaboradores 

(1939) em ratos de ambos os sexos que a restrição calórica (diminuição da 

ingestão alimentar em 40%) conduziria a um aumento considerável do tempo de 

vida dos indivíduos. Esse efeito foi posteriormente reproduzido em diversos 

modelos experimentais de leveduras, platelmintos e animais, demonstrando ser 

bastante promissor, tanto pelo efeito no aumento da longevidade quanto no 

retardo do aparecimento de doenças associadas a idade e a prevenção de 

diabetes e doenças autoimunes (Omodei; Fontana, 2011; Simsek et al., 2019).  

Estudos conduzido por mais de 20 anos no Centro Nacional de Pesquisa 

de Primatas de Wisconsin (EUA), avaliaram o envelhecimento de macacos 
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Rhesus submetidos a restrição calórica de 30% em comparação a um grupo 

controle com alimentação ad libitum. A restrição calórica foi responsável por 

melhorias metabólicas, cardiovasculares e da função cerebral, além da 

prevenção de câncer e diabetes tipo 2, e redução da mortalidade (Colman et al., 

2009; Colman et al., 2014). 

Além da restrição calórica, as proporções dos macronutrientes na dieta 

também são alvo de diversos estudos. Nesse âmbito, os efeitos benéficos sobre 

a longevidade são maiores na restrição de proteínas, quando comparados à 

restrição de carboidratos e gorduras da dieta (Solon-Biet et al., 2014; Mirzaei et 

al., 2014). Solon-Biet e colaboradores (2014) avaliaram os efeitos da restrição 

proteica sobre a longevidade de ratos e constataram um aumento considerável 

(30 semanas) na expectativa de vida, efeito relacionado com a supressão da 

ativação do mTOR. Além disso, efeitos metabólicos e cardiovasculares também 

foram observados.  

A restrição de aminoácidos sulfurados, em especial a metionina, também 

reflete em diversos efeitos metabólicos, estresse oxidativo e nas doenças 

relacionadas a idade, independente da restrição calórica. A redução da ingestão 

de metionina promove o aumento dos níveis de IGF-1, melhora a resposta 

autofágica das células e reduz a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) nas mitocôndrias, podendo influenciar diretamente o processo de 

envelhecimento e a longevidade (Martínez et al., 2017; Dong et al., 2018).  

 Outra abordagem conhecida é o jejum intermitente (JI). O termo se refere 

ao comportamento alimentar dividido em períodos de ingestão normal de 

alimentos e períodos de restrição energética, com uma série de abordagens e 

protocolos diferentes (Stockman et al. 2018). No tocante aos efeitos sobre a 

longevidade, o JI é relacionado com melhorias metabólicas e cardiovasculares, 

além da expressiva perda de peso (Wei et al., 2017). Em animais, o jejum de 

dias alternados levou ao aumento da sobrevida de moscas (Drosophila 

melanogaster), no entanto, em roedores seu papel ainda é controverso e precisa 

ser melhor explorado (Longo; Panda, 2016; Catterson et al. 2018). 

 Alguns componentes isolados também apresentam efeitos consideráveis 

no tocante ao envelhecimento, como o resveratrol, a espermidina e as vitaminas 

e compostos antioxidantes. O resveratrol, um polifenol encontrado no vinho tinto 

e nas uvas, é muitas vezes taxado como “droga anti-envelhecimento”, devido a 
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seus efeitos benéficos contra doenças associadas ao envelhecimento e estresse 

oxidativo. Os efeitos do resveratrol são mediados pela ativação das sirtuínas 

(SIRT1), que participam do sistema de detecção de energia celular além da 

ativação da AMPK, induzindo especialmente efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios e citoprotetores (Kulkarni; Cantó, 2015; Li et al., 2018). 

Já a espermidina, uma poliamina encontrada em uma ampla variedade de 

alimentos, incluindo cogumelos, legumes, milho e grãos integrais, além de ser 

sintetizada por bactérias probióticas no intestino, afetam o crescimento e 

proliferação celular, atuam como antioxidantes e influenciam a apoptose e 

atividade enzimática celular (Madeo, et al. 2018). Alguns estudos relatam que a 

suplementação com espermidina foi responsável pelo aumento da sobrevida em 

invertebrados e células humanas in vitro. Esses dados, associados ao fato de 

que as concentrações de espermidina caem com a idade, sugerem que a 

suplementação com essa poliamina pode ser favorável ao processo de 

envelhecimento, no entanto, mais estudos são necessários (Eisenberg et al., 

2009; Eisenberg et al., 2016; Ekmekcioglu, 2019).   

Neste cenário, muitos trabalhos têm citado a suplementação com vitaminas 

antioxidantes e compostos sintéticos que podem prolongar o tempo de vida de 

modelos animais. A título de exemplo, pode-se citar a vitamina C, maior 

antioxidante hidrofílico e potente inibidora da peroxidação lipídica, e a vitamina 

E, principal antioxidante hidrofóbico em membranas celulares e lipoproteínas 

circulantes (Sadowska-Bartosz, Bartosz, 2014). 

Outro exemplo seria a curcumina, cujos efeitos agem diretamente como 

antioxidante, mas seus mecanismos no prolongamento da vida parecem ser 

dependentes principalmente de suas ações antioxidantes indiretas (Shishodia, 

2013; Kumar et al., 2018). Pu e colaboradores (2013) demonstraram que a 

suplementação com curcumina melhora a elasticidade de artérias de grande 

calibre associadas ao envelhecimento pela idade, a disfunção endotelial vascular 

mediada pelo óxido nítrico, o estresse oxidativo e o aumento no colágeno (Pu et 

al., 2013). 

Diante disso e sabendo que é impossível parar ou impedir o processo de 

envelhecimento, o principal objetivo das intervenções dietéticas é conduzir este 

processo da forma mais saudável possível, reduzindo o surgimento de doenças, 

disfunções, incapacidades e demências inerentes à vida e à passagem do 
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tempo. Tal conceito é classicamente resumido pela frase do antropólogo Ashley 

Montagu (1905-1999): “A ideia é morrer jovem o mais tarde possível” 

(Ekmekcioglu, 2019). 

 

1.5  Nitrato dietético e via nitrato-nitrito-óxido nítrico 

 

Existem duas fontes principais para obtenção dos nitratos pelos 

mamíferos: clássica e dietética. A chamada via clássica ocorre a partir da 

oxidação do óxido nítrico (NO) endógeno, formado em quase todas as células 

pelas enzimas óxido nítrico sintases dependentes de L-arginina (NOSs). Já a via 

dietética, acontece através do consumo de fontes ricas em nitratos por via oral 

(Lundberg; Weitzberg, 2013; Lundberg et al., 2018). 

Os nitratos inorgânicos são sais solúveis em água que ocorrem 

naturalmente na natureza, formados por um ânion nitrato (NO3) ligado a um 

cátion metálico, mais comumente cátions sódio (Na+) e potássio (K+), formando 

o nitrato de sódio (NaNO3) e nitrato de potássio (KNO3), respectivamente (Omar 

et al., 2012). Através dessa reação, os nitratos disponíveis na natureza — 

presentes na água e no solo — podem ser captados pelas plantas, 

especialmente vegetais de folhas verdes escuras (Brkic et al., 2017).  

Por não sofrer metabolismo de primeira passagem no fígado, os nitratos 

inorgânicos podem ser consumidos por via oral (Omar et al., 2012). A ingestão 

pode ser feita tanto na forma isolada, como na forma de nitrato de sódio (NaNO3), 

ou através da ingestão de vegetais de folhas verdes ricos em nitrato, como 

alface, espinafre, acelga, rúcula e beterraba. De forma acumulativa, alguns 

desses vegetais podem conter até mais de 250mg de nitrato por 100g de peso 

fresco (Brkic et al., 2017; Salehzadeh et al., 2020).  Jonvik e colaboradores 

(2016) propuseram um estudo para avaliar as concentrações séricas de nitrato 

após o consumo de diferentes fontes alimentares. Demonstrou-se o aumento 

progressivo dependente da dose nas concentrações de nitrato e nitrito no plasma 

após a ingestão de nitrato de sódio dissolvido em água e sucos de beterraba, 

rúcula e espinafre.  

Após a ingestão, os nitratos inorgânicos são prontamente absorvidos no 

estômago e nas porções iniciais do intestino e possuem meia-vida plasmática de 

aproximadamente 5 (cinco) horas (Lundberg et al., 1994; Gilchrist et al., 2010; 



34 
 

Lundberg et al., 2018). Grande parte do total absorvido é excretado através do 

sistema renal, no entanto, aproximadamente 25% é seletivamente armazenado 

e concentrado nas glândulas salivares, de modo que na saliva a concentração 

de nitrato pode ser até 20x maior que no plasma (Spiegelhalder et al., 1976; 

Gilchrist, 2010; Lundberg et al., 2011). 

A excreção de saliva rica em nitrato na cavidade oral permite que as 

bactérias comensais anaeróbicas facultativas da superfície dorsal da língua 

reduzam aproximadamente 20% do nitrato (NO3) a nitrito (NO2) durante a 

respiração anaeróbica pela ação de nitrato redutases (Bryan et al., 2017). Essa 

relação com a flora bacteriana da cavidade oral foi particularmente avaliada por 

Woessner e colaboradores (2016), que constataram a redução das 

concentrações salivares e plasmáticas de nitrito após o uso de enxaguantes e 

antissépticos bucais. 

Todavia, após a deglutição em condições normais, a saliva entra em 

contato com o ácido estomacal (HCl), que promove a formação de ácido nitroso 

(HNO2) e sua decomposição em óxido nítrico (NO) e outros óxidos de nitrogênio 

ainda no estômago (Lundberg et al., 1994; Benjamin et al., 1994). Além disso, 

parte do NO2 que é formado na cavidade oral é absorvido e entra na circulação 

sistêmica, havendo um pico duas a três horas após o consumo de NO3 (Jones 

et al., 2018).  

Na circulação, o NO2 é facilmente distribuído para os tecidos e pode ser 

utilizado para a geração de óxidos de nitrogênio bioativos pelas reações de 

nitração e nitrosação, pouco conhecidas (Lundberg et al., 2018). Além disso, o 

nitrito pode ser convertido em NO através de reações catalisadas pelas 

mitocôndrias (Kozlov et al., 1999), xantina oxidase (Zhang et al., 1998), 

desoxiemoglobina (Cosby et al., 2003), desoximioglobina (Shiva et al., 2007), 

aldeído oxidase (Li et al., 2008) e até pela NOS em condições de anóxia e hipóxia 

(Vanin et al., 2007). 
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Essa via de disponibilização de óxido nítrico através da redução do nitrato 

e nitrito provenientes da dieta, chamada de via enterosalivar nitrato-nitrito-óxido 

nítrico (Figura 4) (revisada por Lundberg et al., 2018), por ser independente de 

oxigênio é bastante acentuada em condições de hipóxia e acidose (Modin et al., 

2001; Castello et al., 2006). Nos últimos anos ela vem sendo objeto de 

extensivas pesquisas devido ao seu potencial terapêutico nas doenças 

cardiovasculares e metabólicas além de outras condições patológicas (Carlstrom 

et al., 2010, Lundberg et al., 2018).  

Figura 4. Via nitrato-nitrito-óxido nítrico. Fonte: Traduzido e adaptado de 

Carlstrom; Montenegro, 2019.  

Por décadas, os nitratos inorgânicos como nitrato de cálcio (Ca(NO3)2) e 

nitrato de potássio (KNO3), foram utilizados como conservantes de alimentos, 

principalmente para cura de carnes (Binkerd; Kolari, 1975). Os primeiros 

registros da utilização dos nitratos inorgânicos com fins medicinais datam do 

início do século VIII na China, por meio da administração por via oral no 
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tratamento de doenças cardiovasculares, como a angina pectoris (Butler; 

Feelisch, 2008).  

Ao longo da história, os nitratos não foram tão explorados para fins 

medicinais. Devido ao seu potencial carcinogênico, pouco conhecimento sobre 

as doses terapêuticas e aos relatos de intoxicação por nitrito, sua utilização foi 

limitada ao tratamento das intoxicações por cianeto e sulfeto de hidrogênio 

(Butler; Feelisch, 2008).  

No entanto, nas últimas duas décadas o uso médico do nitrato dietético 

tem sido novamente encorajado, grande parte devido aos recentes achados 

benéficos à saúde geral dos indivíduos, como redução do estresse oxidativo e 

disfunção endotelial (Tian et al., 2020), pressão arterial (Larsen et al., 2006), 

eficiência mitocondrial (Larsen et al., 2011), fluxo sanguíneo cerebral (Fan et al., 

2019), melhora da performance (Jones et al., 2018; Van der Avoort et al., 2018), 

entre outros. 

Ademais, há também os seus efeitos positivos sobre condições 

patológicas específicas, como nas lesões renais por isquemia-reperfusão (Zhang 

et al., 2020), aterosclerose (Khambata et al., 2017), esteatose hepática (Cordero-

Herrera et al., 2018), infarto agudo do miocárdio (Gonzalez et al., 2008), 

síndrome metabólica (Carlstrom et al., 2010) e diabetes tipo 2 (Gheibi et al., 

2018; Khorasani et al., 2019). Vale salientar ainda que a deficiência de nitratos 

e nitritos é associada ao desenvolvimento de condições patológicas, como 

disfunção endotelial, alterações cardiovasculares e síndrome metabólica, o que 

pode reforçar sua indicação médica (Kina-Tanada et al., 2017). 

A maioria dos estudos que envolvem a via enterosalivar nitrato-nitrito-

óxido nítrico promove avaliações a curto prazo de seus efeitos, e poucos estudos 

são realizados com a população idosa ou modelos animais voltados ao fenótipo 

do envelhecimento saudável e longevidade. Neste contexto, Sim e 

colaboradores (2019) descrevem a relação entre o aumento do consumo de 

nitrato dietético com a melhor função muscular em idosos (idade média 75,2 ± 

2,7 anos).  

Ainda do ponto de vista funcional, Coggan e colaboradores (2019) 

demonstram que a ingestão única de suco de beterraba (140 ml = 13,4±1,6 mmol 

de nitrato inorgânico), resulta em uma expressiva melhora na força e potência 

da extensão do joelho em homens e mulheres idosos (Idade média 71±5 anos), 
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quando comparados ao grupo controle. Tal descoberta ressalta os benefícios do 

consumo de nitrato sobre o declínio funcional muscular característico do 

processo de envelhecimento.  

Já no tocante aos efeitos do nitrato dietético sobre as populações a longo 

prazo, estudos prospectivos na Austrália relatam benefícios e uma correlação 

negativa entre consumo de nitrato inorgânico com a mortalidade por doenças 

cardiovasculares em idosos (Liu et al., 2018) e aterosclerose em mulheres 

também idosas (Bondonno et al., 2017). No entanto, em um estudo prospectivo 

com mais de 60 mil mulheres americanas, Jackson e colaboradores (2019) 

descrevem que o aumento na ingestão habitual de vegetais ricos em nitratos não 

estava associado com um menor risco de desenvolver doenças cardiovasculares 

a longo prazo.  

Desse modo, estudos que avaliem a influência do consumo de nitrato 

inorgânico a longo prazo e seus mecanismos sobre o processo de 

envelhecimento, o surgimento de doenças relacionadas a idade e o tempo de 

vida dos indivíduos são necessários.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo Geral 

 

Investigar os efeitos do consumo crônico de nitrato inorgânico (NaNO3) 

por via oral sobre o envelhecimento e a longevidade de ratos Wistar. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Em ratos Wistar machos e fêmeas, que consumiram nitrato inorgânico a 

partir dos 15 meses de idade até o óbito, pretendemos: 

- Determinar e comparar os efeitos da intervenção sobre a longevidade e 

expectativa de vida;  

- Analisar e comparar os indicadores de estresse oxidativo, função renal, 

hepática e perfil lipídico no envelhecimento;  

- Investigar as causas de morte mais prevalentes em animais de laboratório 

e a relação de risco com o consumo de nitrato cronicamente;  

- Avaliar os efeitos do tratamento crônico com nitrato e o processo de 

envelhecimento sobre a reatividade vascular e a ingestão hídrica diária; 

- Investigar a relação do sexo sobre os parâmetros avaliados acima descritos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Local 

 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Controle Neural da 

Circulação e Hipertensão Arterial (LACONCHA), do Centro de Biotecnologia da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA-UFPB), sob o parecer de número 1975060318 (anexo 

1) e foi conduzido de acordo com os princípios éticos preconizados pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA, 2019). 

 

3.2  Animais 

 

Foram utilizados 200 ratos adultos Wistar (Rattus novergicus), machos e 

fêmeas, com 14 meses de idade (aproximadamente 60 semanas), pesando entre 

250 e 450 gramas. Os animais foram provenientes da Unidade de Produção 

Animal - Biotério Prof. Thomas George da UFPB, e após a chegada no 

laboratório foram submetidos a avaliações clínicas e do histórico médico, além 

de um período de adaptação (30 dias). Posteriormente, foram alocados em mini-

isoladores de polisulfona (1154cm² área piso), com lotação máxima de quatro (4) 

animais, no sistema de estante ventilada (rack) face dupla (Figura 5). 

O sistema utilizado promove uma maior eficiência na troca de ar 

(insuflação e exaustão) dos mini-isoladores, fazendo a injeção de ar filtrado e a 

remoção da umidade excessiva e dos principais gases tóxicos sistêmicos 

(amônia e CO2). Além disso, o sistema ainda impede a contaminação cruzada, 

dispersão de alergênicos e promove bloqueio de ruídos e odores (Alesco, 2020). 

Durante todo o período experimental foram utilizadas as configurações para 40 

trocas de ar dos mini-isoladores a cada 60 minutos.   

Os animais foram mantidos sob ambiente controlado, com temperatura 

constante (22±2ºC) e ciclo claro-escuro de 12 horas (6–18 horas). A água foi 

filtrada e fornecida ad libitum através de bebedouro de polisulfona (700 ml), com 

bico de aço inoxidável em modelo deitado. A ração comercial peletizada Labina 
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Presence® foi fornecida de acordo com as instruções do fabricante, sendo 12 a 

30g/animal/dia.  

 

 

Figura 5. Rack ventilado Série Ventilife e mini-isoladores de polisulfona (1154cm² 

área piso). Imagem do fabricante: Alesco, 2020.  

 

3.3  Delineamento experimental  

 

Este estudo tem caráter prospectivo longitudinal e foi delineado em 

paralelo de forma randomizada e placebo-controlada. Os animais foram 

distribuídos em quatro (4) grupos com 50 indivíduos cada: machos tratados com 

placebo (MP), machos tratados com nitrato inorgânico (MT), fêmeas tratadas 

com placebo (FP) e fêmeas tratadas com nitrato inorgânico (FT). A intervenção 

neste trabalho objetiva o fornecimento adicional, de forma crônica, de nitrato 

inorgânico por via oral, a partir de uma idade pré-estabelecida (15 meses) até a 

morte natural dos indivíduos.  

Para os grupos tratados com nitrato, o fornecimento ad libitum de água foi 

substituído por uma solução tratamento de nitrato inorgânico (10mM), feita pela 

adição de 0,85mg/L de nitrato de sódio (NaNO3 - Sigma-Aldrich n°221341) à 

água filtrada de beber. Para os grupos controles foi ofertada água filtrada da 
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mesma fonte sem aditivos, também de modo ad libitum. As soluções tratamento 

e controle foram trocadas a cada 48 horas e não houve alterações no 

fornecimento de ração.  

Diversas pesquisas demonstram que a suplementação na dose de 10mM 

de nitrato inorgânico na água de beber foi relacionada com efeitos benéficos a 

curto prazo (Gao et al., 2014; Guimarães et al., 2019; Cordero-Herrera et al., 

2020). Do mesmo modo, o efeito positivo do consumo de nitratos sobre a saúde 

e a progressão de doenças já foi descrito pelo nosso grupo de pesquisa em 

várias outras dosagens, vias e modelos experimentais, como revisado por 

Lundberg e colaboradores (2018). Entretanto, não existem avaliações para o 

consumo crônico de nitrato inorgânico e seus efeitos sobre a longevidade e 

envelhecimento, em modelos experimentais com animais vertebrados.   

 

3.4  Acompanhamento clínico  

 

A partir do início das intervenções com nitrato e placebo (15 meses de 

idade), os animais foram acompanhados semanalmente até a morte natural. 

Dessa forma, a cada sete (7) dias foi realizada avaliação clínica, bem como a 

avaliação do consumo de água, estado mental, presença de distúrbios 

locomotores, alterações dermatológicas, dentárias e neoplásicas. Ademais, a 

morte natural dos animais por senescência foi monitorada e registrada (tempo 

de vida). 

Por se tratar de um acompanhamento observacional, nenhuma 

intervenção de cunho clínico ou tratamento concomitante foram realizados. No 

entanto, nos casos de detecção de quaisquer sinais de dor e sofrimento, os 

animais foram prontamente eutanasiados com a associação de xilazina (10 

mg/kg) e cetamina (75mg/kg) por via intraperitoneal, com adição de metodologia 

complementar (exsanguinação), como preconizado pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA, 2019).  

 

3.5  Avaliações bioquímicas periódicas  

 

Com periodicidade de três (3) meses, a partir do início das intervenções, 

os animais foram submetidos a avaliações laboratoriais para determinação do 
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estresse oxidativo, função renal, hepática e perfil lipídico a partir de amostras de 

soro. 

Para a coleta de sangue, os animais foram retirados individualmente dos 

mini-isoladores, posicionados em bancada limpa e em seguida alocados em 

contensores de acrílico específicos de acordo com o tamanho. Após a contenção 

física e a higienização da cauda com álcool 70%, seringas (3ml) e agulhas 

(0,3x13mm) descartáveis foram utilizadas para punção e coleta de 

aproximadamente 1 ml de sangue da veia lateral da cauda. Volume sanguíneo 

colhido está de acordo com o recomendado pelo CONCEA (2019), que preconiza 

a coleta máxima de 10% do volume circulante.   

Após a coleta, as amostras foram colocadas em tubos de Eppendorf (2ml) 

e submetidas à centrifugação a 3000rpm por 10 minutos para separação do soro. 

Em seguida, foram armazenadas (-20°C) até a avaliação bioquímica em no 

máximo sete (7) dias.  

  

3.5.1 Estresse oxidativo  

O estresse oxidativo é comumente estimado pela quantificação de 

produtos produzidos pelos danos causados pela oxidação. Nesse sentido, foi 

proposto por Ohkawa e colaboradores (1979) a análise do malondialdeído 

(MDA), um dos produtos finais da peroxidação lipídica, por meio de reações com 

o ácido tiobarbitúrico (ensaio TBARS).  

Para a execução do ensaio TBARS, o soro congelado após a coleta foi 

mantido em temperatura ambiente por 30 minutos. Após esse período, uma 

alíquota de 250 μl foi separada e submetida ao banho seco a 37°C por 1 hora. 

Em seguida, 400 μl de ácido perclórico foi adicionado e a mistura centrifugada a 

14000 rpm durante 20 minutos, à 4 °C. O sobrenadante foi removido, misturado 

com 400 μl de ácido tiobarbitúrico a 0,6% e incubado a 100 °C por 1 hora. Após 

o retorno a temperatura ambiente, a absorbância da amostra foi mensurada em 

532 nm em espectrofotômetro e os resultados foram tabelados e expressos 

como nmol de MDA/ml de soro. 

 

3.5.2 Avaliação hepática, renal e lipídica  
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As avaliações bioquímicas foram realizadas a partir dos kits comerciais da 

marca Bioclin® (Minas Gerais, Brasil). Para a avaliação hepática, foram 

utilizados kits para dosagem sérica das enzimas de extravasamento alanina 

amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) e das enzimas de 

indução, gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA). A avaliação 

renal, por sua vez, foi realizada por meio da dosagem dos principais 

biomarcadores séricos da função glomerular renal, ureia e creatinina. E o perfil 

lipídico, avaliado por meio da dosagem do colesterol total e os níveis séricos das 

lipoproteínas de alta densidade (HDL).  

Após a execução dos protocolos específicos para cada componente, as 

amostras foram submetidas à mensuração da absorbância em espectrometria 

(Analisador Automático ChemWell-T). Os valores observados foram aplicados 

em fórmulas de correção específica para cálculo das quantidades séricas de 

cada parâmetro avaliado (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Descrição dos componentes da avaliação bioquímica e metodologia 

utilizada. Informações do fabricante Bioclin® (Minas Gerais, Brasil). 

Perfil 
avaliado 

Componente Unidade Metodologia Comprimento 
de onda 

Hepático ALT U/L Cinética (UV) 340 nm 

Hepático AST U/L Cinética (UV) 340 nm 

Hepático FA U/L Cinética IFCC 405 nm 

Hepático GGT U/L Cinética IFCC 405 nm 

Renal Ureia mg/dL 
Cinética em 

tempo fixo 
340 nm 

Renal Creatinina mg/dL 
Cinética 

colorimétrica 
510 nm 

Lipídico Colesterol total mg/dL 
Enzimática 

Colorimétrica 
550 nm 

Lipídico HDL mg/dL 
Enzimática 

colorimétrica 
500  nm 

 

3.6  Reatividade Vascular    
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De modo a normalizar a avaliação, apenas animais que receberam as 

intervenções com nitrato e placebo por mais de 12 meses e até 18 meses foram 

utilizados para análise da reatividade vascular. Assim, nos casos onde houve 

detecção de quaisquer sinais de dor e sofrimento, os animais dessa faixa de 

idade (27 a 33 meses) foram imediatamente eutanasiados. Após a eutanásia, 

realizou-se uma incisão única na linha alba para acesso à cavidade abdominal. 

Feito isso, a artéria mesentérica cranial foi identificada, removida e incubada em 

solução Tyrode de imediato. 

Todos os reagentes e sais utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich® e a 

composição da solução fisiológica Tyrode está representada na tabela abaixo: 

Tabela 2: Composição da solução fisiológica Tyrode em mM (TANAKA et 
al.,1999).  
 

SAL CONCENTRAÇÃO (mM) 

NaCl 158,3 

KCl 4,0 

CaCl2 2,0 

MgCl2 1,05 

NaHCO3 10,0 

NaH2PO4 0,42 

C6H12O6 5,6 

 

Em seguida, a artéria foi dissecada e seccionada em anéis com 1-2 mm 

de comprimento. Os anéis foram imersos em cubas (10ml) e suspensos 

verticalmente, por linhas de algodão fixadas a um transdutor de força 

(PowerLab™, ADInstruments, MA, EUA). Os tecidos foram mantidos em Tyrode, 

a 37º C, gaseificada com uma mistura de 95% de O2 e 5% de CO2 (carbogênio), 

com pH constante entre 7,2 e 7,4. Os anéis foram, então, submetidos a uma 

tensão basal de aproximadamente 0,75 g, por um período de 60 min. Durante 

este período, a solução do banho foi trocada a cada 15 minutos para prevenir a 

interferência de metabólitos, e a tensão basal foi ajustada quando necessário 

(ALTURA, ALTURA,1970).  
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Mudanças na tensão isométrica foram captadas pelo sistema de aquisição 

CVMS (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA). Após o período de estabilização de 60 

minutos, foi realizado o teste de avaliação da integridade endotelial dos vasos. 

Para isso, inicialmente induziu-se a contração do anel com fenilefrina (FEN 

10μM), um agonista α-adrenérgico; foram considerados viáveis os anéis que 

obtiverem uma contração superior a 0,30g. A presença do endotélio funcional foi 

verificada pelo relaxamento dos anéis após adição de acetilcolina (ACh, 10 μM), 

um agonista dos receptores muscarínicos. Foram considerados com endotélio 

funcional os anéis com relaxamento superior a 60% sobre pré-contração com 

fenilefrina. Vale ressaltar ainda que, por se tratar de animais idosos, este é um 

valor consideravelmente menor do que o estipulado comumente (80%), como 

discutido por Matz e colaboradores (2000). Ademais, quando o relaxamento foi 

inferior a 60% e superior a 10%, os anéis foram descartados, e foram 

considerados sem endotélio quando o relaxamento foi inferior a 10%.  

Após o teste de viabilidade endotelial foi realizada a avaliação da resposta 

contrátil dos anéis à fenilefrina (FEN) por meio da adição ao banho de 

concentrações crescentes de maneira cumulativa de FEN (0,1 nM – 10 μM) com 

intervalos de 3 minutos, de modo a compor uma curva concentração-resposta 

do efeito constritor da droga. Em seguida, após as lavagens e o período de 

estabilização, a avaliação do relaxamento dos anéis foi avaliada.  

Para a avaliação do relaxamento se fez necessária a contração dos anéis 

com FEN (10 µM) e, a partir do tônus dessa contração, concentrações 

cumulativas e crescentes de nitroprussiato NPS (0,1 nM – 10 µM) foram 

adicionadas ao banho, com intervalos de três minutos entre cada concentração, 

para os anéis que indicaram ausência de endotélio no teste realizado 

previamente. Já nos anéis que indicaram presença de endotélio funcional após 

a contração com FEN, concentrações cumulativas e crescentes de ACh (0,1 nM 

– 10 µM) foram adicionadas ao banho, também com intervalos de três minutos 

entra cada concentração. Dessa forma, as respostas obtidas após a adição de 

NPS (E-) e ACh (E+) foram utilizadas para a obtenção das curvas concentração-

resposta. 

 

3.7 Avaliação Histopatológica 
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Em caso de óbito por senescência ou eutanásia (vide 3.4), foi realizada a 

necropsia com fotodocumentação do animal, seguida pela avaliação clínica dos 

demais indivíduos que compartilhavam o mesmo mini-isolador.  

Durante as necropsias, todos os sistemas orgânicos foram avaliados 

macroscopicamente, e amostras de rim, coração, fígado, cérebro, cerebelo e 

intestinos foram coletados para a confecção de lâminas e avaliação 

histopatológica. Vale ressaltar que em casos de alterações macroscópicas em 

outros órgãos, fragmentos também foram coletados e analisados.  

A coleta das amostras foi realizada por meio da remoção de 1-2 cm² do 

tecido fresco e incubação em solução de formol 10% para fixação, onde 

permaneceram por no máximo 3 meses até a confecção das lâminas utilizando 

o protocolo adaptado de Carvalho e colaboradores (2019).  

O início do processamento histológico foi realizado pela inclusão das 

amostras em parafina. Inicialmente, os tecidos foram desidratados utilizando 

álcool etílico em concentrações crescentes (70% - 90% - 95% - 100%), 

diafinizados pelo xilol e impregnados em parafina líquida na estufa (60°C). Em 

seguida, foram incluídos em blocos uniformes de parafina, para que os cortes 

transversais usando o micrótomo (espessura padrão - 5µm) pudessem ser 

realizados. Por fim, as amostras já distribuídas nas lâminas de vidro foram 

submetidas à coloração pela hematoxilina-eosina (HE) para posterior montagem 

e análise histopatológica em microscopia de luz. 

Após a coloração e secagem, as lâminas foram digitalizadas e avaliadas 

por profissionais especializados do Laboratório de Patologia Veterinária do 

Hospital Veterinário (HV/CCA/UFPB), com o objetivo de identificar a causa 

mortis.  

 

3.8 Análise Estatística  

O tempo de vida total dos animais foi utilizado para compor as curvas de 

sobrevivência (Kaplan-Meier), que foram analisadas pelo teste estatístico de 

Mantel-Cox (Log-rank) e teste “t” de Student. 

Os resultados do consumo de água, tempo de vida e análises bioquímicas 

foram expressos como média ± desvio padrão da média. A comparação foi 
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realizada pelo teste ANOVA (One-Way) seguido pelo pós-teste de Tukey. A 

diferença entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05.  

Para a avaliação da reatividade vascular, as curvas concentração-

resposta, os valores de Emax (Efeito máximo) e o pD2 (logaritmo negativo da 

concentração que produz 50% do Emax) foram obtidos por regressão não-linear.  

Os dados foram analisados e plotados em gráficos por meio do programa 

GraphPad Prism versão 6.0. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Consumo de água e nitrato inorgânico (NaNO3) 

 

A manutenção do volume e da osmolaridade dos fluidos corporais, assim 

como adequadas respostas adaptativas aos possíveis estresses osmóticos do 

decorrer da vida, são medidas cruciais para a sobrevivência das espécies. No 

entanto, a longo prazo, o processo de envelhecimento é responsável por 

alterações significativas nos mecanismos fisiológicos do balanço 

hidroeletrolítico, além de uma redução considerável na proporção de fluidos no 

organismo (Humanos: recém-nascidos = 70% / idosos = 50%)(Hooper et al., 

2014).   

Em indivíduos idosos, estudos demonstram variações na ingestão de 

água diária, bem como uma maior osmolaridade plasmática, diminuição da 

percepção da sede (aumento da saciedade) e redução da sensibilidade dos 

barorreceptores (Begg et al., 2017). Tais achados, somados ao efeito do tempo 

sobre a capacidade de conservar água e concentrar a urina dos rins, fazem com 

que haja um aumento do risco de desidratação da população idosa (Hooper, 

2016).  

Ademais, o envelhecimento também está relacionado com uma redução 

significativa das reservas de fluido do organismo. O tecido muscular (70% de 

água) e o tecido adiposo (10-40% de água) são exemplos onde a redução 

gradativa da massa tecidual leva a um esgotamento mais rápido das reservas 

de água em animais longevos (Hooper et al., 2014).  

Nesse âmbito, a hipovolemia é o principal estímulo para a liberação de 

renina pelos rins e, consequentemente, a ativação do sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA). Nesse sistema, a angiotensina II (ANGII) 

pode atuar de forma central, estimulando a sede, o apetite ao sódio e a liberação 

de vasopressina no cérebro (órgãos circunventriculares, lâmina terminal e áreas 

límbicas) (Yoon; Choi, 2014; Nakagawa et al. 2020).  

A ANGII ainda apresenta efeitos periféricos, como potente substância 

vasoconstritora e principal estimuladora da liberação de aldosterona pela 

glândula adrenal, que por sua vez reduz a perda de sódio na urina e estimula a 

ingestão de sal. Entretanto, estudos demonstram que com o envelhecimento há 
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uma redução gradativa da atividade do SRAA em diversos níveis e, por 

conseguinte, uma maior predisposição a distúrbios no equilíbrio hidroeletrolítico 

(Yoon; Choi, 2014; Cognuck et al., 2020; Nakagawa et al. 2020).  

Além das alterações diretas do envelhecimento, as diferenças entre 

machos e fêmeas também refletem sobre as respostas fisiológicas e 

comportamentais do balanço de sal e água do organismo. Os efeitos são 

principalmente mediados pelos hormônios sexuais: testosterona para os machos 

e estrógeno para as fêmeas (Xue et al., 2013; Santollo et al., 2017).  

Ainda referente ao efeito do sexo, as fêmeas apresentam maiores 

respostas dipsogênicas (maior consumo de água), frente a diferentes estímulos 

osmóticos e de volume, além de apresentarem maior preferência por soluções 

salinas do que os machos de mesma idade (Santollo et al., 2017). Cognuck e 

colaboradores (2020), demonstram diferenças significativas entre os sexos no 

consumo de sal e água diante da privação de líquidos, além de variações em 

diversos hormônios envolvidos na sua regulação, como ANGII, vasopressina, 

ocitocina e corticosterona. 

No presente trabalho, a avaliação do consumo diário de água foi realizada 

a cada três meses a partir do início das intervenções (15 meses de idade), no 

entanto, não foram observadas alterações significativas relacionadas à 

passagem do tempo, em nenhum dos grupos. Tal observação é similar ao 

encontrado por Cognuck e colaboradores (2020), onde demonstram que, em 

condições normais, os animais com 18 meses de idade consomem a mesma 

quantidade de água e solução salina do que animais com 3 meses de idade. 

Entretanto, os autores ressaltam que o envelhecimento é responsável por 

alterações nos mecanismos compensatórios diante de situações de estresse 

osmótico (privação de água). 

Sobre a avaliação do consumo de fluidos em modelos animais, cabe 

destacar que todos os dados utilizados para a avaliação do consumo de água 

neste trabalho foram normalizados pelo peso corporal e expressos na forma do 

consumo diário em mililitros (ml) a cada 100g de peso vivo. Tal discussão e 

metodologia foram propostos por Santollo e colaboradores (2017), que 

descrevem variações dos resultados de acordo com o peso corporal dos 

indivíduos, sobretudo nas avaliações entre machos e fêmeas, e reforçam a 

importância da normalização para análise dos dados.   
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Dessa forma, outro ponto avaliado neste trabalho foi o efeito do sexo 

sobre o consumo diário de água. A priori, os animais do sexo masculino 

apresentaram um consumo individual maior de água, no entanto, os mesmos 

apresentaram peso corporal quase duas vezes maior que as fêmeas (machos = 

494,3±99,3g / fêmeas = 268,6±41,7g). Sendo assim, após a normalização dos 

resultados pelo peso corporal (Santollo et al., 2017), foi possível observar que 

as fêmeas apresentam um consumo diário maior de água (13,42±0,18), quando 

comparadas aos machos (11,19±0,33) (Figura 6A).  

 

 

Figura 6. Avaliação do consumo diário de água suplementada ou não com nitrato 
inorgânico (10mM), em animais idosos de ambos os sexos. (A) Avaliação do 
efeito do sexo, consumo de fêmeas e machos (ambos os grupos). (B) Avaliação 
do efeito das intervenções por grupo experimental. Valores normalizados pelo 
peso corporal (mililitro / 100g peso vivo), onde *p<0,05.  

 

Nesse aspecto, é sabido que os hormônios sexuais femininos têm efeitos 

sobre o balanço hidroeletrolítico e na fisiologia da ativação do SRAA. Além disso, 

diversos estudos já demonstram que além do maior comportamento 

dipsogênico, as respostas aos diferentes estímulos osmóticos e de volume são 

mais evidentes em fêmeas do que em machos (Santollo; Daniels, 2015; Santollo 

et al., 2018). 

Ainda no tocante ao efeito do sexo sobre o balanço hidroeletrolítico, 

pesquisas descrevem que as fêmeas apresentam maior apetite ao sal quando 

comparadas aos machos, tanto em animais jovens (Santollo et al., 2017), quanto 

idosos (Cognuck et al., 2020). Achados que corroboram com os resultados deste 

trabalho, onde, ao dissociar os grupos experimentais, foi possível identificar que 

não existem diferenças no consumo de água para os animais machos que 
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consumiram nitrato e solução placebo. No entanto, para as fêmeas, há um maior 

consumo de solução contendo sal, na forma de nitrato de sódio (NaNO3 10mM), 

do que a solução placebo (Figura 6B).  

O registro e avaliação do consumo de fluidos permitem ainda estimar a 

quantidade aproximada de nitrato de sódio ingerida diariamente pelos animais, 

neste trabalho. Dessa forma, com base nos resultados da ingestão hídrica (ad 

libitum) dos indivíduos tratados com nitrato (Figura 6B) e a concentração da 

solução (NaNO3 10mM), foi possível estimar que os animais do sexo masculino 

consumiram individualmente, em média 51,2±13,1 mg, e as fêmeas, 33,4±6,4 

mg de nitrato de sódio por dia.  

Levando em consideração as correções pelo peso corporal (Santollo et 

al., 2017), cabe destacar a inversão dos resultados e o maior consumo de nitrato 

para os animais do sexo feminino, sendo de aproximadamente 12,4 mg a cada 

100g de peso vivo por dia. Já nos animais do sexo masculino, o consumo 

aproximado foi de 9,79 mg de nitrato, também a cada 100g de peso vivo por dia. 

Estudos demonstraram que a suplementação na água de beber com 

nitrato de sódio na concentração de 10mM durante 10 dias (Gao et al.,2015) e 

14 dias (Guimarães et al., 2019) foi responsável pelo aumento significativo 

(quase três vezes maior) das concentrações de nitrato (NO3) e nitrito (NO2), tanto 

no plasma quando no líquido cerebrospinal. Esses resultados validam a 

eficiência da via nitrato-nitrito-óxido nítrico a partir do consumo dietético de 

nitrato de sódio nesta concentração. 

Em paralelo com a ingestão e suplementação natural em humanos, o 

consumo de nitratos inorgânicos apresenta variações consideráveis de acordo 

com os hábitos alimentares. Além de serem componentes naturais encontrados 

em vegetais de folhas verdes escuras, os nitratos também são utilizados como 

aditivos em alimentos processados e afetam positivamente a aparência, o sabor, 

a segurança e a qualidade dos produtos, especialmente de carnes curadas 

(Bedale et al., 2016).  

Roila e colaboradores (2018), avaliaram a concentração de nitrato e nitrito 

em diferentes vegetais e carnes curadas comuns na dieta de indivíduos na Itália. 

No trabalho, os autores descrevem que os vegetais com maiores concentrações 

de nitrato são: rúcula (4415mg/kg), rabanete (3817mg/kg) e espinafre 

(2036mg/kg). Entre as carnes, as concentrações são muito menores quando 
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comparadas aos vegetais, no entanto, destaca-se a “Bresaola”, carne bovina 

seca envelhecida por dois ou três meses (188mg/kg), e o bacon suíno 

(178mg/kg).  

Além do consumo de alimentos, os nitratos também podem ser ingeridos 

através da água de beber. Segundo a Organização Mundial da Saúde (2016), o 

nível máximo de nitrato em abastecimento público de água potável é de 50mg/L. 

Contudo, cada país pode adotar adaptações das diretrizes preconizadas, como 

por exemplo, nos Estados Unidos onde o máximo permitido é de 10mg/L (Ward 

et al., 2018).  

Diante do exposto, a suplementação crônica com nitrato inorgânico não 

foi responsável por desenvolver alterações no equilíbrio hidroeletrolítico de 

animais idosos, além de preservar as características inerentes ao sexo, no 

tocante ao consumo diário de sal e água. Nesse aspecto, o consumo crônico de 

nitrato pela população idosa parece seguro, todavia, mais estudos que avaliem 

seu custo-benefício são necessários.  

 

4.2  Tempo de vida e curvas de sobrevivência  

 

A longevidade e o envelhecimento, em especial o envelhecimento 

saudável, estão entre os fenótipos mais complexos estudados atualmente. A 

análise do tempo de vida total dos indivíduos e suas variações ao longo da 

evolução das espécies é um dos principais parâmetros para o estudo desses 

fenótipos (Singh et al., 2019). Assim, estima-se que o tempo de vida útil seja 

determinado por fatores genéticos (apenas 25%) e fatores pós-genéticos, como 

o estilo de vida, hábitos alimentares e a influência do ambiente a qual o 

organismo está inserido (Brooks-Wilson, 2013).  

A respeito dos mecanismos regulatórios do tempo de vida, estudos 

recentes descrevem que os organismos complexos detêm sistemas genéticos 

de regulação espécie-específicos para eventos do início da vida, como o controle 

do desenvolvimento, crescimento e reprodução. Esses sistemas têm como 

objetivo impor limites e restrições funcionais do organismo e, dessa forma, 

acabam por determinar a progressão da vida e a longevidade dos indivíduos. 

Assim, por parecem promover um “limite natural” à vida, tais mecanismos são 

alvos de extensas pesquisas que objetivam, através de manipulação genética ou 
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farmacológica, flexibilizar e estender a duração da vida das espécies (Baati et 

al., 2012; Dong et al., 2016). 

Ainda sobre tais pesquisas, por questões que envolvem desde as 

similaridades fisiológicas até o custo envolvido, a maioria dos estudos 

envolvendo ciências biológicas e da saúde utilizam modelos murinos (Dutta; 

Sengupta, 2016). Quanto aos estudos de longevidade e envelhecimento, mesmo 

havendo uma diferença relevante entre o tempo máximo de vida, os murinos 

ainda compõem os principais modelos para estudos translacionais nesta 

temática, pois além do custo-benefício favorável, também apresentam 

similaridades significativas no processo metabólico e nos mecanismos 

moleculares que determinam o envelhecimento (Demetrius; 2006; Dutta; 

Sengupta, 2016).  

A expectativa de vida de ratos de laboratórios utilizados em modelos 

experimentais é de 2,5 a 3,5 anos, com média de 3 anos. Em paralelo com a 

expectativa de vida humana (~70 anos), 1 ano para os humanos equivale a 2 

semanas (13,4 dias) na expectativa de vida desses animais. Tais dados norteiam 

a possibilidade de translação dos estudos sobre envelhecimento e longevidade, 

principalmente aqueles que envolvem o possível aumento ou diminuição do 

tempo de vida dos indivíduos (Andreollo et al., 2012; Sengupta, 2013). 

O presente trabalho avaliou continuadamente os efeitos do consumo de 

nitrato inorgânico sobre a longevidade e o envelhecimento de ratos Wistar 

machos e fêmeas idosos. Os animais foram monitorados a partir do início das 

intervenções, e os dados do tempo de vida total dos indivíduos foram obtidos a 

partir da contagem total de dias entre as datas de nascimento e óbito.  

Dessa forma, a partir dos valores combinados de machos e fêmeas, foi 

possível obter uma média de 886,7±168,2 dias de vida para o grupo placebo e 

862,6±185,3 dias para o grupo que consumiu nitrato inorgânico a partir dos 15 

meses de idade. Tais valores não apresentam significância estatística a partir do 

teste-t pareado (Figura 7A).  
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Figura 7. Tempo total de dias de vida de ratos Wistar idosos tratados com nitrato 

inorgânico e solução placebo. (A) Efeito do tratamento sobre o tempo de vida 

(gêneros combinados). (B) Efeito do sexo sobre o tempo de vida (intervenções 

combinadas). 

 

No entanto, ao isolar o fator sexo (combinando os grupos placebo e nitrato), 

foi possível identificar um tempo de vida maior (aproximadamente 15,4%) nas 

fêmeas (950,0±138,9 dias) quando comparados aos machos (799,4±179,4 dias), 

valores que foram significativamente diferentes (Figura 7B). Tais dados ratificam 

o encontrado na literatura, onde as fêmeas apresentam maior expectativa de 

vida em diversos modelos animais, inclusive em humanos (Austad; Fischer; 

2016; Davis et al., 2018).  
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Ainda no que se refere aos efeitos do nitrato, os grupos foram dissociados 

e comparados de acordo com o sexo (Figura 8). Quanto as fêmeas, o grupo que 

recebeu a solução placebo obteve uma média de 951,0±150,1 dias de vida, 

enquanto o grupo suplementado com nitrato inorgânico teve média de 949±128,2 

dias de vida, dados que não apresentam diferença considerável a partir do teste-

t pareado (p=0,9405) (Figura 8A).  

 

Figura 8. Tempo total de dias de vida de fêmeas (A) e machos (B) tratados com 

nitrato inorgânico por via oral a partir dos 15 meses de idade e solução placebo. 

Os valores foram comparados utilizando o teste-t pareado. 

Quanto aos machos, os resultados também não apresentaram diferenças 

em relação ao tratamento (p=0,1159). Os machos placebo obtiveram uma média 
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de 822,5±161,9 dias de vida, e os machos tratados com nitrato inorgânico, tempo 

de vida médio de 776,2±194,1 dias (Figura 8B). 

Tais dados sugerem que, a priori, o consumo crônico de nitrato não exerce 

nenhuma influência sobre o tempo de vida e a longevidade dos indivíduos, 

independente do sexo. No entanto, cabe ressaltar que o tempo total de vida é 

apenas uma variável e faz parte das metodologias “clássicas” de análise 

estatística, com considerações quanto aos seus métodos em estudos a longo 

prazo. Neste cenário, as análises de sobrevivência, uma categoria estatística 

específica, se faz mais adequada (Schober; Vetter, 2018). 

De acordo com Botelho e colaboradores (2009), as análises clássicas não 

utilizam dados “incompletos”, ou seja, as amostras que não atingiram o tempo 

total previsto, são censuradas. Situação comum nos casos onde há perda de 

dados durante a fase de coleta, desistência, morte dos animais experimentais, 

entre outras intercorrências.  

Já em uma análise de sobrevivência, todos os dados podem ser utilizados 

até o momento onde houve a interrupção da coleta, característica que 

classificam esses métodos como ideais para diversos modelos experimentais, 

como: (1) os estudos com respostas binárias (desenvolver ou não um evento X), 

(2) delineamentos longitudinais — que se caracterizam por um longo período de 

coleta, (3) estudos com períodos diferentes de análises entre os indivíduos, e (4) 

aqueles com variações significativas na quantidade de unidades amostrais pelo 

tempo. Dessa forma, as análises de sobrevivência são as mais utilizadas em 

estudos sobre longevidade e envelhecimento, que apresentam na maioria das 

vezes todas as considerações supracitadas (Davis et al., 2018).  

Além do exposto, por serem calculadas ponto-a-ponto e de forma contínua, 

as análises de sobrevivência avaliam a rapidez com que os participantes 

desenvolvem determinado evento (desfecho). Ou seja, é possível avaliar o risco 

e ritmo que os eventos se expressam nos diferentes grupos. Diferente da forma 

clássica, que avalia o resultado final dos eventos em um período determinado, 

por exemplo, as percentagens de pessoas doentes e não-doentes em um ano 

(George et al., 2014). 

Assim, temos que a análise dos dados de sobrevivência é única, pois o 

interesse da pesquisa é tipicamente uma combinação de ocorrência ou não do 

evento (resultado binário) e quando ocorreu (resultado contínuo). Tais dados são 
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obtidos a partir de técnicas estatísticas específicas e apresentam características 

individuais de análise e interpretação (Botelho et al., 2009). A comparação das 

técnicas utilizadas nos diferentes tipos de análise foi expressa na Tabela 3. 

Levando em consideração a literatura específica e as características 

inerentes a esta pesquisa — como as diferenças nas datas de início de 

tratamento e a possibilidade de óbito a qualquer momento (delineamento “end-

of-life”) —, as técnicas de sobrevivência são essenciais para a análise da 

presença dos efeitos causados pelo consumo crônico de nitrato inorgânico, o 

tempo necessário para sua expressão e a diferença entre os sexos. As 

ferramentas estatísticas utilizadas nesta pesquisa foram baseadas no modelo 

utilizado por Davis e colaboradores (2018), que descreve o aumento do tempo 

de vida relacionado com o sexo genético da fêmea (XX) em comparação aos 

machos (XY) sobre o tempo de vida, utilizando animais transgênicos com sexo 

gonadal invertido (XX com testículos e XY com ovários). 

 

Tabela 3: Comparação entre as técnicas estatísticas utilizadas nas análises 

convencionais “clássicas” e nas análises de sobrevivência. Adaptado de Botelho 

e colaboradores (2009). 

 
Análise 

“clássica” 

Análise de 

sobrevivência 

Organização dos resultados Tabela convencional Tabela de sobrevida 

Apresentação dos resultados 
Gráfico de barras, 

histograma 
Curva de Kaplan-Meier 

Medidas de associação Risco relativo, Odds ratio Hazard ratio 

Testes de significância 

(Análise univariada) 

Teste t-student, ANOVA, 

Teste X² 
Teste de log-rank 

Testes de significância 

(Análise multivariada) 
Regressão multivariada 

Regressão de COX 

(Cox Proportional 

Hazards Models) 

 

Os dados colhidos durante o período de acompanhamento clínico dos 

grupos experimentais foram utilizados para construção das tabelas de sobrevida 

e as curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier, enquanto os grupos foram 

comparados pelo teste de log-rank e o risco estimado pelo Hazard ratio (HR). 

Tais curvas dividem o tempo de seguimento em intervalos cujos limites 

correspondem a data exata do evento, sendo, portanto, mais preciso. Neste 

trabalho, o evento determinante para a análise e construção das curvas é o óbito 

dos animais por via natural ou eutanásia.  
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 Primeiramente, foi analisada a influência da intervenção sobre a 

sobrevivência, através da combinação dos dados de ambos os sexos. Dessa 

forma, é possível avaliar que as curvas se sobrepõem, e ao analisar os 

resultados ponto-a-ponto, não existem diferenças relevantes entre os grupos 

tradados com nitrato inorgânico e placebo (Figura 9). Tais resultados corroboram 

os valores do tempo de vida total mostrados anteriormente. 
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Figura 9. Curva de sobrevivência de Kaplan-Meier e comparação entre os grupos 

pelo teste de log-rank (dados de gênero combinados). Os valores foram 

considerados significativos quando p<0,05. Início do tratamento aos 15 meses 

de idade (seta preta). 

 

Ao analisar as curvas de sobrevivência Kaplan-Meier mediante os efeitos 

do gênero sobre o tratamento com nitrato inorgânico, também não foi possível 

identificar diferenças estatísticas no teste de log-rank (Figura 10). As curvas de 

sobrevivências das fêmeas apresentaram áreas de sobreposição e interseção, 

estatisticamente iguais entre si (p=0,4624). Além disso, em ambos os grupos, as 

primeiras mortes foram identificadas a partir dos 670 dias de vida, 

aproximadamente 7 meses após o início das intervenções (Figura 10A).    

Os resultados foram similares aos encontrados nos machos, onde não 

foram evidenciadas alterações quanto ao consumo de nitrato inorgânico e 

solução placebo (p=0,5489). Entretanto, cabe destacar o desvio à esquerda das 
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curvas de machos quando comparado às fêmeas, ratificando o apresentado na 

Figura 7B, onde o tempo de vida total foi consideravelmente menor nos machos. 

Além disso, as primeiras mortes foram relatadas após menos de 2 meses do 

início das intervenções, sobretudo nos animais que consumiram nitrato 

(aproximadamente 8%), valores muito abaixo da expectativa de vida da espécie 

(Figura 10B).  

 

Figura 10. Curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier e comparação ponto-a-

ponto pelo teste de Log-rank. Efeito do consumo de nitrato inorgânico e solução 

placebo em fêmeas (A) e machos (B). Os valores foram considerados 

significativos quando p<0,05. Início do tratamento aos 15 meses de idade (seta 

preta). 
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Ao comparar o efeito do sexo, as fêmeas apresentam dados de 

sobrevivência melhores, além de não apresentarem episódios de mortes 

precoces e um tempo de vida médio maior (15,4%). Comparando fêmeas que 

consumiram nitrato com machos que também consumiram nitrato inorgânico, os 

resultados se repetem: os efeitos do consumo de nitrato foram mais expressivos 

em fêmeas (p=0,0008).  

Ainda sobre as análises de sobrevivência, para dimensionar o efeito entre 

os grupos experimentais foi utilizada uma medida de associação chamada 

Hazard ratio (HR), com interpretação semelhante ao risco relativo (Tabela 4). O 

Hazard é a probabilidade de ocorrência de um evento em função do tempo. 

Neste trabalho, o evento norteador é a morte, ou seja, o Hazard do grupo é a 

probabilidade de algum animal vir a óbito em determinado ponto da curva. Sendo 

assim, a razão entre os Hazard (Hazard ratio) dos grupos compara a incidência 

instantânea com que os eventos ocorrem nos diferentes grupos. Dessa forma, é 

possível analisar se o tratamento (e/ou o sexo) aumenta ou diminui o risco de 

morte entre os grupos experimentais (Miot, 2017). Os dados da análise do HR 

foram descritos na Tabela 4.  

 

Tabela 4: Hazard ratio e intervalo de confiança (95% CI) obtido a partir da análise 

das curvas de sobrevivência de Kaplan-Meier para os grupos experimentais 

(nitrato/placebo).  

CURVA DE KAPLAN-
MEIER 

AMOSTRA HR (95% CI) 

Efeito do tratamento 
(gêneros combinados) 

Placebo (n=100) 
Nitrato (n=100) 

1,06 (0,80-1,40) 

Efeito do sexo  
(Intervenções combinadas) 

Machos (n=100) 
Fêmeas (n=100) 

1,76 (1,32-2,35) 

Efeito do sexo e consumo de 
nitrato 

Macho Nitrato (n=50) 
Fêmea Nitrato (n=50) 

1,82 (1,23-2,80) 

Efeito do sexo e consumo de 
placebo 

Macho Placebo (n=50) 
Fêmea Placebo (n=50) 

1,76 (1,17-2,65) 

 

A interpretação do HR é baseada na relação entre o risco de morte, o sexo 

e a intervenção, de modo que os valores inferiores a um (<1) sinalizam 

resultados benéficos, onde houve redução do risco de morte; valores iguais a um 

(=1) demonstram que não há diferenças de risco entre os grupos; e valores 

maiores que um (>1), sinalizam resultados desfavoráveis, onde houve um maior 

risco de morte entre os grupos avaliados (Botelho et al., 2009).  
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 Com isso, foi possível descrever as diferentes relações entre os grupos 

experimentais e o risco de morte. Quanto ao tratamento, o consumo de nitrato 

não demonstrou alterações sobre o risco de morte (HR=1,06), sugerindo se tratar 

de uma suplementação segura no que se refere à progressão da vida, resultados 

que independem do sexo e corroboram as análises de sobrevivência anteriores.  

 No entanto, ao isolar o efeito do sexo combinando os dados das 

intervenções (placebo - nitrato), foi possível identificar um risco 76% maior de 

morte para os animais do sexo masculino. Resultado que está em consonância 

com a redução do tempo de vida total dos machos em comparação com as 

fêmeas (Figura 7B). Ao dissociar as intervenções, o risco de morte se manteve 

maior nos machos: sendo 76% para o grupo placebo e 81% para os machos 

suplementados com nitrato inorgânico, ambos comparados às fêmeas com a 

mesma intervenção (Tabela 4).  

 Tais achados corroboram, em partes, com os resultados demonstrados 

por Moretti e colaboradores (2020), que avaliaram os efeitos da suplementação 

com nitrito sobre a longevidade em modelo experimental com invertebrados 

(moscas da fruta). Os autores verificaram que, para os machos, nenhuma 

concentração suplementar de nitrito foi responsável por alterações no tempo de 

vida total, ao passo que para as fêmeas houve um aumento da expectativa de 

vida em concentrações mais baixas (0,1 e 1 μM), sugerindo um efeito sexo-

específico desse ânion sobre a longevidade. E, em ambos os sexos, não foram 

descritas alterações causadas pela suplementação de nitrito nas concentrações 

acima de 10 μM. 

No tocante aos estudos sobre envelhecimento e longevidade, os avanços 

progressivos sobre as vias e biomarcadores deste processo promovem o 

desenvolvimento de diferentes intervenções (López-Otin et al. 2013). Estas, 

quando bem-sucedidas, podem aumentar a longevidade saudável dos indivíduos 

e, assim, desenvolver uma série de benefícios em cadeia, como o aumento na 

qualidade de vida, produtividade e até a redução dos custos de saúde (Bitto et 

al., 2016). 

 Do ponto de vista prático, a utilização de compostos e mecanismos que 

possam estender o tempo de vida útil ainda não é realidade. No entanto, nas 

últimas décadas diversas pesquisas relatam abordagens benéficas quanto ao 

tempo de vida e envelhecimento, seja sobre o apenas um órgão, como o 
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proposto por Chen e colaboradores (2019) no aumento da vida útil dos ovários 

a partir do xenotransplante de tecido adiposo marrom, ou sobre o organismo 

como um todo. 

 Mesmo com o objetivo comum de prolongar o tempo de vida, tais 

propostas de pesquisa utilizam vias completamente distintas, a exemplo das 

adaptações nos hábitos nutricionais, como a restrição calórica e jejum 

intermitente (Ekmekcioglu, 2019), as modulações no perfil metabólico (Wan et 

al., 2019), a regulação de mecanismos específicos como a autofagia (Aparicio et 

al., 2019) e na microbiota intestinal (Bárcena et al., 2019), e, por fim, a utilização 

de abordagens farmacológicas como a metformina (Piskovatska et al., 2019), 

rapamicina (Bitto et al., 2016) e o fulereno (C60). Este último promoveu o 

aumento de quase o dobro da expectativa de vida em ratos, no entanto, com 

ressalvas metodológicas, como o reduzido número amostral (Baati et al., 2012). 

 Se tratando especificamente do nitrato inorgânico, seu potencial benéfico 

frente a diversas condições patológicas é amplamente relatado, sobretudo nas 

últimas décadas, com a descrição da via nitrato-nitrito-óxido nítrico (Carlstrom et 

al., 2010; Khambata et al., 2017; Cordero-Herrera et al., 2018), o que por si só, 

pode refletir diretamente na longevidade e envelhecimento dos indivíduos.   

Ainda nesse aspecto, as dietas ricas em nitrato inorgânico — aquelas com 

grandes quantidades de folhas verdes escuras — também são amplamente 

relacionadas com uma melhor qualidade de vida e consequentemente, com o 

envelhecimento saudável (Brkic et al., 2017; Vidaček et al., 2017).  

 No entanto, a maioria dos estudos sobre a via nitrato-nitrito-óxido nítrico, 

seja a partir da suplementação com nitratos inorgânicos (NaNO3) ou pelo 

consumo de vegetais ricos em nitratos, sinalizam a necessidade de avaliação 

dos efeitos do consumo a longo prazo. Mesmo com resultados benéficos a curto 

prazo, seu consumo crônico pode desencadear efeitos adversos ainda não 

conhecidos.  

Assim, os dados apresentados neste trabalho são inéditos e apresentam 

indícios sobre a segurança do consumo crônico de nitrato inorgânico e a 

ausência de influência sobre a expectativa de vida e longevidade de ratos Wistar, 

principalmente nos indivíduos do sexo feminino. Tais resultados validam os 

efeitos benéficos apresentados a partir do consumo a curto prazo e sinalizam 

para a seu potencial benéfico também a longo prazo. Todavia, mais 
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investigações sobre as formas de suplementação e sua relação dose-

dependente são indicadas.  

 

 

4.3  Avaliações bioquímicas  

4.3.1 Estresse oxidativo  

 

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento na produção de 

radicais livres ou pela diminuição nos processos de eliminação e metabolismo 

dos mesmos (Carlstrom; Montenegro, 2019). Aqui, cabe descrever que os 

radicais livres são átomos ou moléculas altamente reativas, pois tem um ou mais 

elétrons desemparelhados em sua camada externa, e são formados por todas 

as células com metabolismo aeróbio do organismo a partir da perda ou aceitação 

de um único elétron (Liguori et al., 2018).  

Tais moléculas são subdivididas em dois grupos: as espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e as espécies reativas de nitrogênio (RNS), que se referem a 

radicais reativos e derivados não radicais do oxigênio e nitrogênio, 

respectivamente (Carlstrom; Montenegro, 2019).  

As espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (RONS) apresentam duas 

fontes de produção com base na sua origem: endógenas e exógenas. As fontes 

endógenas, como o nome sugere, são ROS oriundas do processo metabólico 

celular, como a respiração mitocondrial. Já as fontes exógenas, a poluição do ar 

e da água, álcool, metais pesados, radiação, drogas entre outros (Liguori et al., 

2018). 

Com base na descrição das fontes de ROS, é possível visualizar que o 

aumento de sua produção ou diminuição da eliminação dos radicais livres, ou 

seja, o estresse oxidativo, é uma condição multifatorial e diretamente relacionada 

à capacidade funcional do tecido. Nesse sentido, o estresse oxidativo foi 

relacionado com a fisiopatogenia de diferentes condições patológicas, onde 

existem alterações na função tecidual, como o câncer (Wiseman; Halliwell, 

1996), morte neuronal (Ramdial et al., 2017), obesidade (Ashor et al., 2016) e 

doenças cardiovasculares (Pignatelli et al., 2018).   

Dessa forma, sabendo que o envelhecimento é caracterizado pela perda 

progressiva da função dos órgãos e tecidos dependente do tempo, é possível 
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correlacionar o aumento do estresse oxidativo com o tempo de vida dos 

indivíduos. Assim, quanto maior a idade, maiores serão os efeitos causados 

pelos radicas livres nos tecidos (Wadhwa et al., 2018; Liguori et al., 2018).  

 Essa relação foi primeiramente proposta por Harman (1992), que a 

chamou de teoria dos radicais livres do envelhecimento, e mais tarde 

denominada como teoria do estresse oxidativo do envelhecimento, que é 

baseada na hipótese de que as perdas funcionais associadas à idade são devido 

ao acúmulo de dano oxidativo às macromoléculas (lipídios, DNA e proteínas) por 

RONS. Isso ocorre de modo a compor um ciclo de retroalimentação onde mais 

danos funcionais são gerados, o que reflete em mais RONS e assim 

sucessivamente (Koltover, 2017). 

 Os resíduos dos danos oxidativos às macromoléculas, juntamente como 

os sistemas de defesa antioxidante que protegem os sistemas biológicos da 

toxicidade dos radicais livres, podem ser usados como marcadores de estresse 

oxidativo. Dentre estes, destacam-se a avaliação das enzimas antioxidantes 

catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidade (GSH), a 

avaliação da capacidade antioxidante total e a quantificação dos resíduos da 

peroxidação lipídica, como o malondialdeído (MDA)(Frijhoff, et al., 2015).  

 Neste trabalho, diante das possibilidades investigativas supracitadas e da 

limitação na quantidade de soro plausível de coleta a cada três meses, o 

indicador do estresse oxidativo avaliado foi a concentração sérica de MDA, 

realizada periodicamente em animais idosos tratados ou não com nitrato 

inorgânico, de ambos os sexos (Figura 11A)(Tabela 5). 
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Figura 11. Concentrações séricas de Malondialdeído (MDA) em ratos Wistar 

idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados 

(A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descrição do 

número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2). 

 

Tabela 5: Concentrações séricas de Malondialdeído (MDA) em ratos Wistar 
idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, a partir dos 15 meses 
de idade. Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo 
(Anexo 2). Valores expressos em média ± SEM. 
 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

M
D

A
 (

n
m

o
l/

m
l)

 Fêmea 
Placebo 

14,02±0,9 11,78±1,2 12,99±1,3 9,22±1,4 33,4±9,4 33,6±11,1 81,1±19,1 

Fêmea 
Nitrato 

14,63±1,7 11,21±1,3 14,83±1,9 75,2±22,1* 29,5±6,0 93,0±26,2 49,0±13,4 

Macho 
Placebo 

13,15±1,4 11,11±1,1 35,19±9,3 38,7±6,5 27,1±8,4 131,7±15,4 122,7±12,5 

Macho 
Nitrato 

11,61±0,6 9,74±0,3 18,66±6,0 22,7±2,9 12,3±3,6 98,5±41,4 119,2±6,8 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO. 
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 Como descrito anteriormente, o declínio funcional dependente do tempo 

causado pelo processo de envelhecimento é responsável pelo aumento do 

estresse oxidativo, descrições que corroboram os achados neste trabalho. Onde 

foi possível visualizar um aumento progressivo das concentrações séricas de 

MDA proporcional ao tempo de vida, tanto em machos (Figura 11B) quanto em 

fêmeas (Figura 11C), sobretudo a partir dos 27 meses de idade.  

 No que se refere ao tratamento, os dados sugerem que o consumo crônico 

de nitrato inorgânico não exerceu funções sobre o estresse oxidativo de animais 

idosos (Figura 11A – Tabela 5). No entanto, a suplementação com nitrato 

inorgânico é amplamente relacionada com a melhora no perfil oxidativo dos 

indivíduos em diferentes modelos experimentais (Carlstrom; Montenegro, 2019; 

Tian et al., 2020).  

 Gao e colaboradores (2015) demonstram que o tratamento crônico com 

nitrato ou tratamento agudo com nitrito reduziu efetivamente o estresse oxidativo 

induzido por NADPH oxidase e aumentou a formação de NO na microvasculatura 

renal. Tais dados são similares aos achados benéficos do consumo de nitrato 

inorgânico sobre a obesidade e diabetes tipo 2 descritos por Gheibi e 

colaboradores (2018).  

 Os efeitos positivos do consumo de nitratos inorgânico sobre o estresse 

oxidativo também foram demonstrados em outras condições de interesse, como 

sobre a doença cardiorrenal (Carlstrom; Montenegro, 2019), diabetes (Tian et 

al., 2020), injúria por isquemia e reperfusão (Yang et al., 2017), hipertensão 

(Carlstrom et al., 2011) e sobre as alterações oxidativas causadas pelo exercício 

(Menezes et al., 2019).  

 Contudo, por se tratar de uma molécula conhecidamente tóxica, o nitrato 

inorgânico em grandes quantidades também pode provocar quadros de 

intoxicação aguda por alterações no estresse oxidativo, como descrito por Baek 

e colaboradores (2015), onde demonstram que a infusão de 12,5mg de NaNO3 

diretamente no sistema vascular pelo acesso da veia jugular foi responsável por 

aumentar significativamente o estresse oxidativo (MDA e HAE) e injúria direta ao 

parênquima renal em porquinhos-da-índia. Do mesmo modo, como o apontado 

por Delgado e colaboradores (2008), onde o consumo de nitrato por via oral por 

10 dias foi responsável pelo aumento de diversos marcadores do estresse 

oxidativo (MDA, SOD, GSH) de forma dose-dependente.  
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 Sendo assim, os efeitos do consumo de nitrato inorgânico sobre o 

estresse oxidativo são controversos e apresentam-se proporcionais a dose e ao 

tempo de exposição. Os estudos que descrevem os efeitos da ingestão de 

nitratos utilizam tempos de tratamento relativamente curtos, em média, variando 

de duas semanas a dois meses (Carlstrom et al.; 2011; Yang et al., 2017; Tian 

et al., 2020).  

Neste trabalho, os resultados demonstram que após a suplementação 

com nitrato inorgânico (NaNO3 10mM) de forma ininterrupta e por um longo 

período (mais de 15 meses), não foi possível identificar quadros de intoxicação 

ou aumento do estresse oxidativo em animais idosos tratados com nitrato 

quando comparados ao grupo placebo. No entanto, efeitos benéficos também 

não foram descritos e as alterações evidentes parecem ser desencadeadas pelo 

processo natural de envelhecimento.  

 

4.3.2 Atividade hepática  

 

O fígado, uma glândula anexa ao trato gastrointestinal, desempenha um 

papel crucial na fisiologia desse sistema, tanto pela produção de sais biliares 

emulsificantes, que facilitam a absorção das gorduras, quanto pela filtração de 

tóxicos e processamento dos nutrientes recém absorvidos, sendo conhecido 

inclusive como o “filtro biológico” do organismo. Todavia, as funções do fígado 

não se limitam apenas ao sistema digestivo, pois este órgão também está 

envolvido na regulação do metabolismo energético, biossíntese de moléculas, 

na resposta imune, entre outras (Maeso-Díaz et al., 2018). 

Com base na importância fisiológica de suas funções e dos efeitos no 

metabolismo de fármacos e no sistema imune, atualmente o fígado é um dos 

principais órgãos-alvo das pesquisas que envolvem o processo de 

envelhecimento. Pois, assim como em outros tecidos, a passagem do tempo 

acarreta mudanças morfológicas e funcionais, de modo que a melhor 

compreensão dessas alterações seja imprescindível para prevenção e gestão 

das condições patológicas em idosos (Pibiri et al., 2018).  

No que se refere ao efeito do tempo sobre o parênquima hepático, do 

ponto de vista macroscópico, é possível identificar uma redução da massa total 

do órgão (entre 20-40%) em pacientes idosos. Além disso, há uma marcada 
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redução de sua capacidade generativa, uma das principais características do 

fígado (Ono et al., 2011). Em roedores jovens, por exemplo, a remoção de 2/3 

do tecido hepático pode ser regenerada em apenas 7 a 10 dias, o que não 

acontece em animais idosos (Pibiri et al., 2018).  

Estima-se que com a idade haja uma redução no fluxo sanguíneo hepático 

(entre 35-50%) e no metabolismo de drogas (mais de 30%), além de alterações 

na imunidade inata e adaptativa. Por outro lado, quanto a função, embora tenha 

uma grande influência individual e dos hábitos durante a vida, as funções 

hepáticas são relativamente preservadas em idosos, havendo descrição de 

poucas alterações bioquímicas com o passar do tempo, como a redução da 

bilirrubina e da enzima alanina aminotransferase (ALT). O que sinaliza para a 

necessidade de utilizar valores de referência ajustáveis na interpretação de 

exames de para pacientes idosos (Tajiri; Shimizu, 2011). 

Nesse âmbito, a avaliação laboratorial das lesões e da função hepática é 

uma importante ferramenta de diagnóstico e acompanhamento 

clínico/experimental, além de oferecer informações valiosas para a compressão 

das alterações nesse tecido. As técnicas para avaliação da lesão hepática 

envolvem a dosagem da atividade de enzimas que podem ser decorrentes do 

extravasamento (após lesão celular) ou da indução de aumento na produção da 

enzima. Diferentemente das técnicas que avaliam a função, pois envolvem a 

dosagem de substâncias que normalmente são removidas do sangue pelo fígado 

(Allison, 2017).  

O presente trabalho avalia os efeitos do consumo de nitrato inorgânico 

sobre o tecido hepático em animais idosos pela avaliação bioquímica das: (1) 

enzimas de extravasamento: alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST), antes conhecidas como transaminase glutâmico-

pirúvica (TGP) e transaminase glutâmico-oxalacética (TGO); (2) enzimas de 

indução: fosfatase alcalina (FA) e γ-glutamiltransferase (GGT); e (3) dosagem 

das concentrações séricas de colesterol (CT) e lipoproteínas de alta densidade 

(HDL), para avaliação da função hepática e perfil lipídico. Todos os testes foram 

realizados de acordo com o protocolo do fabricante Bioclin® (Minas Gerais, 

Brasil). 

Quanto às enzimas de extravasamento, que indicam a presença de lesões 

ou danos diretos aos hepatócitos (letal ou subletal), não houve diferenças entre 
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os grupos que consumiram nitrato e placebo (Figura 12-13A), e os valores se 

encontram dentro dos limites para espécie (Tabela 6) (Campbell, 2017).  

 
Tabela 6: Concentrações séricas de ALT e AST em ratos Wistar idosos tratados 
com nitrato inorgânico e solução placebo, a partir dos 15 meses de idade. 
Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 
2). Valores expressos em média ± SEM. 
 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

A
L

T
 (

U
/L

) 

Fêmea 
Placebo 

71,1±7,3 94,6±5,6 87,6±3,7 80,8±3,8 66,7±6,6 72,3±10,4 131,9±10,1 

Fêmea 
Nitrato 

80,3±6,2 95,8±4,7 90,6±2,9 97,5±7,8 75,5±5,9 112,1±22,0 164,2±40,7 

Macho 
Placebo 

72,6±4,3 92,1±7,1 126,3±9,5 123,8±22,9 68,6±8,6 89,9±10,1 68,0±5,8 

Macho 
Nitrato 

76,0±6,9 90,5±10,4 113,8±9,0 115,9±20,3 77,3±5,0 91,8±13,2 108,2±35,0 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

A
S

T
 (

U
/L

) 
 

Fêmea 
Placebo 

104,5±6,1 125,0±6,2 123,3±6,5 131,2±8,3 133,4±20,9 160,4±27,7 78,5±8,3 

Fêmea 
Nitrato 

116,8±7,8 130,9±6,9 126,6±5,6 145,4±22,6 117,7±12,6 161,5±56,5 67,1±6,6 

Macho 
Placebo 

77,3±3,3 92,7±3,9 133,7±10,7 161,8±21,9 98,0±18,0 131,6±15,8 105,5±1,0 

Macho 
Nitrato 

89,6±7,4 98,4±4,8 137,9±13,8 149,9±18,5 98,7±16,1 120,2±4,5 207,6±77,1 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO. 

 

Ao dissociar o fator sexo, foi possível identificar uma marcada 

sobreposição dos grupos tratados e não tratados com nitrato desde o início do 

tratamento, tanto em machos (Figura 12-13B) quanto em fêmeas (Figura 12-

13C). No que se refere à passagem do tempo, houve um aumento progressivo 

da concentração enzimática de ALT, sobretudo a partir dos 27 meses de idade, 

e o inverso quanto a AST, onde houve uma redução de suas concentrações a 

partir do mesmo período.  
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Figura 12. Concentrações séricas de alanina aminotransferase (ALT) em ratos 

Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros 

combinados (A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. 

Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 

2). 

 

Maeso-Díaz e colaboradores (2018) relatam a ausência de alterações 

significativas das concentrações de ALT e AST em ratos Wistar de 3 e 20 meses 

de idade. Tal apontamento difere dos achados de Wang e colaboradores (2018) 

em camundongos, que demonstram o aumento substancial dos mesmos 

marcadores em animais com 18 meses de idade, havendo o aumento de quase 

o dobro em comparação com animais de 6 e 2 meses de idade.   

 Em ratos e camundongos, assim como em outros mamíferos, a ALT é 

uma enzima basicamente hepatoespecífica e o aumento da sua atividade sérica 

está relacionado proporcionalmente a quantidade de células lesionadas por 

doenças hepáticas agudas, como alterações metabólicas, infecções, neoplasias, 

quadros inflamatórios e tóxicos, entre outras (Allison, 2017).  
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Figura 13. Concentrações séricas de aspartato aminotransferase (AST) em ratos 

Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros 

combinados (A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. 

Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 

2). 

 

No entanto, a AST não pode ser considerada hepatoespecífica e pode 

estar presente tanto nos hepatócitos quanto em células musculares estriadas 

(cardíacas e esqueléticas), de modo que o aumento na atividade sérica da AST 

pode ser relacionado com os quadros de lesões nos hepatócitos e nas células 

musculares. Cabe ressaltar também que a diminuição da AST (Figura 13) com o 

aumento da idade pode ser justificado pela redução do parênquima hepático e 

da massa muscular, alterações características do envelhecimento (Ono et al., 

2011; Allison, 2017; Pibiri et al., 2018). 

 Quanto às enzimas de indução, mesmo com uma maior variação entre os 

grupos, também não foi possível identificar diferenças causadas pelo consumo 

de nitrato (Tabela 7). No entanto, no que se refere ao tempo de tratamento, 

houve um aumento progressivo a partir dos 24 meses de idade (ou 9 meses de 
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tratamento), principalmente na atividade sérica da fosfatase alcalina (Figuras 14 

e 15).  

 

Figura 14. Concentrações séricas de fosfatase alcalina (FA) em ratos Wistar 

idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados 

(A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descrição do 

número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2). 

 

As enzimas de indução supracitadas são avaliadas no soro sanguíneo e 

podem indicar a presença de colestase (comprometimento do fluxo biliar), 

todavia, ambas estão envolvidas em outros processos fisiológicos, inclusive para 

além do fígado. A fosfatase alcalina é uma enzima de indução presente nas 

membranas celulares e é sintetizada por vários tecidos ou órgãos, como fígado, 

ossos, rins, intestinos, pâncreas e placenta. De modo que, por não ser 

hepatoespecífica, seu aumento pode estar relacionado com outros fatores não-

hepáticos, como crescimento ósseo (atividade osteoblástica), terapia 

medicamentosa, doenças endócrinas, estágio gestacional e neoplasias 

(Fernandez; Kidney, 2007).  
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Tabela 7: Concentrações séricas de FA e GGT em ratos Wistar idosos tratados 
com nitrato inorgânico e solução placebo, a partir dos 15 meses de idade. 
Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 
2). Valores expressos em média ± SEM. 
 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

F
A

 (
U

/L
) 

Fêmea 
Placebo 

101,9±16,0 111,7±9,0 112,4±9,2 117,9±10,8 214,8±21,7 244,8±64,6 158,3±29,3 

Fêmea 
Nitrato 

119,2±12,1 114,7±6,7 100,9±7,3 93,55±10,7 205,2±29,6 222,1±43,0 181,3±27,3 

Macho 
Placebo 

128,1±16,1 169,9±25,8 183,5±18,7 126,8±24,8 157,9±18,0 117,0±17,1 168,6±55,3 

Macho 
Nitrato 

173,1±17,2 208,0±13,6 167,1±15,2 123,2±29,2 210,6±20,9 167,1±45,2 159,8±4,4 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

G
G

T
 (

U
/L

) 

Fêmea 
Placebo 

2,69±0,2 4,17±0,3 2,18±0,3 2,21±0,5 2,35±0,64 3,45±1,2 3,83±1,1 

Fêmea 
Nitrato 

4,01±0,4 4,10±0,3 2,82±0,2 1,94±0,9 2,89±0,5 3,69±1,4 5,45±0,5 

Macho 
Placebo 

2,78±0,5 2,81±0,5 2,10±0,9 2,18±0,8 3,72±0,7 2,48±0,6 4,13±1,0 

Macho 
Nitrato 

1,76±0,4 3,16±0,8 2,75±0,1 3,70±1,3 4,15±0,6 2,45±1,0 4,03±0,7 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO. 

 

De forma similar, outra enzima de indução, a γ-glutamiltransferase (GGT), 

é sintetizada na maioria dos tecidos corporais, com maior concentração no 

pâncreas e nos rins. Porém, também está presente em baixa concentração nos 

hepatócitos, no epitélio de ductos biliares e na mucosa intestinal, e em alta 

concentração nas glândulas mamárias. Quanto às variações séricas dessa 

enzima, temos que as lesões hepáticas causam aumento da GGT por liberação 

de fragmentos presentes na membrana, diferente da colestase que aumenta a 

produção e solubilização da enzima aderida à membrana celular (Kobayashi et 

al., 2020).  

Cabe ressaltar ainda que, em roedores, tanto a FA quanto a GGT 

apresentam alta atividade no tecido renal, e a mensuração dessas enzimas em 

amostras de urina é de grande utilidade. Entretanto, as lesões renais causam 

extravasamento das enzimas dos túbulos renais para o lúmen e, em menor 

quantidade, para o espaço extracelular. Com isso, o aumento da atividade 
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enzimática é perceptível ao analisar a urina, porém não é possível detectar tais 

alterações no sangue (Campbell, 2017).   

 

 

Figura 15. Concentrações séricas de γ-glutamiltransferase (GGT) em ratos 

Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros 

combinados (A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. 

Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 

2). 

  
Por fim, o último subgrupo para análise do fígado são as avaliações de 

sua função, que objetiva a dosagem de substâncias que normalmente são 

removidas do sangue pelo fígado e, em seguida, metabolizadas ou excretadas 

pelo sistema biliar (bilirrubina, ácidos biliares, amônia, colesterol) e de 

substâncias normalmente sintetizadas pelo fígado (albumina, globulinas, ureia, 

colesterol e fatores de coagulação). Vale destacar que por mais que alterações 

nestes marcadores também possam ser causadas por fatores extra-hepáticos, a 

detecção de valores bioquímicos anormais juntamente às evidências de lesão 
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hepática fornecem informações adicionais valiosas para o diagnóstico das 

doenças hepáticas e quadros de insuficiência hepática (Allison, 2017).  

A cada três meses, o sangue dos animais foi coletado pela punção da veia 

da cauda para as análises bioquímicas. Devido a quantidade de testes realizados 

em cada amostra e a limitação na quantidade de sangue que pudesse ser coleta 

sem interferência no delineamento experimental e/ou a morte dos animais, para 

a avaliação da função hepática e do perfil lipídico foi necessária a priorização da 

dosagem das concentrações séricas de colesterol total e lipoproteínas de alta 

densidade (Tabela 8).  

 

Tabela 8: Concentrações séricas de colesterol total e HDL em ratos Wistar 
idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, a partir dos 15 meses 
de idade. Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo 
(Anexo 2). Valores expressos em média ± SEM. 
 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

C
O

L
E

S
T

E
R

O
L

 T
O

T
A

L
 

(m
g

/d
L

) 

Fêmea 
Placebo 

81,0±19,2 78,3±13,7 77,6±20,9 97,9±25,2 196,5±47,6 139,2±64,1 389,1±68,6 

Fêmea 
Nitrato 

72,4±11,7 72,2±10,2 114,1±21,8 55,9±7,0 177,4±35,1 160,5±50,9 333,5±29,9 

Macho 
Placebo 

116,1±20,0 109,9±22,4 137,7±47,3 196,8±31,4 171,9±27,2 212,3±22,9 309,7±73,3 

Macho 
Nitrato 

104,0±19,2 100,6±17,9 104,6±40,5 185,6±55,1 212,5±66,4 154,6±25,2 237,2±1,5 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

H
D

L
 (

m
g

/d
L

) 

Fêmea 
Placebo 

36,6±2,6 34,4±2,9 34,5±3,7 39,7±5,9 17,2±2,9 32,1±11,8 39,9±2,2 

Fêmea 
Nitrato 

29,5±3,4 29,7±2,4 33,1±1,5 18,0±5,1 20,8±3,9 42,1±0,5 39,4±1,8 

Macho 
Placebo 

24,0±1,5 29,6±1,2 34,4±1,9 52,9±6,3 28,4±6,7 35,4±2,9 42,1±4,5 

Macho 
Nitrato 

31,8±2,6 30,5±3,7 31,9±3,2 34,9±7,4 46,5±9,9 28,5±4,2 37,7±5,7 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO. 
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Figura 16. Concentrações séricas de colesterol (CT) em ratos Wistar idosos 

tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados (A), 

machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descrição do número 

de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2). 
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Figura 17. Concentrações séricas de lipoproteínas de alta densidade (HDL) em 

ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros 

combinados (A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. 

Descrição do número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 

2). 

 

Quanto à intervenção experimental, o consumo de nitrato inorgânico não 

foi responsável por nenhuma alteração nos marcadores do perfil lipídico ao longo 

do tempo (Tabela 8). No entanto, no que se refere ao processo de 

envelhecimento, foi possível identificar um aumento progressivo nas 

concentrações plasmáticas de colesterol total, principalmente a partir dos 24 

meses de idade (Figura 16). Já a respeito das concentrações séricas de HDL, 

houve também um aumento progressivo dependente do tempo, porém 

consideravelmente menor quando comparado ao colesterol total (Figura 17). 

Ambos os resultados corroboram o descrito por Maeso-Díaz e 

colaboradores (2018), onde, ao comparar os parâmetros bioquímicos de ratos 

Wistar com 3 e 20 meses de idade, descrevem o aumento do colesterol total 

(aproximadamente 69%) e de outros parâmetros bioquímicos do perfil lipídico 
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(aumento de até 140% no LDL plasmático), além de variações mais discretas no 

HDL, com o aumento de 19% nas concentrações plasmáticas de animais idosos 

em relação aos animais jovens. 

Sabendo que o aumento progressivo dependente do tempo nas 

concentrações séricas dos marcadores do perfil lipídico é uma característica 

marcante do processo de envelhecimento, Wang e colaboradores (2018) 

avaliaram o efeito do consumo de nitrato inorgânico em doses baixas sobre o 

perfil lipídico, relatando a redução significativa do colesterol e triglicerídeos 

plasmáticos. O achado é similar ao descrito por Li e colaboradores (2016), porém 

usando uma fonte natural de nitrato, o espinafre, responsável também por uma 

redução dos biomarcadores e melhora do perfil lipídico.  

No mesmo âmbito, as concentrações do colesterol no sangue e demais 

alterações no perfil lipídico são amplamente relacionadas como fatores de risco 

para desenvolvimento de doenças, sobretudo quando envolvem o sistema 

cardiovascular (Soliman, 2018). Por outro lado, estudos demonstram que níveis 

mais elevados de colesterol total estão associados ao menor risco de 

mortalidade “all-cause”, em tradução livre “por todas as causas”, especialmente 

no que se refere à mortalidade não cardiovascular entre os idosos. Isto sugere 

um efeito protetor da hipercolesterolemia nos estágios finais de vida e sinaliza a 

necessidade de cautela na prescrição de medicamentos que objetivam a 

redução do colesterol plasmático, especialmente em idosos (Liang et al., 2017; 

Yi et al., 2019). 

Quanto ao paralelo entre o consumo de nitratos inorgânicos e a atividade 

hepática como um todo, os resultados são conflitantes. Inicialmente, cabe 

ressaltar que nos idosos há uma notável redução das concentrações plasmáticas 

e teciduais de nitrato. No entanto, esse efeito do tempo pode ser revertido, como 

demonstrado por Wang e colaboradores (2018), segundo os quais a redução 

drástica (aproximadamente 50%) da concentração plasmática e hepática de 

nitrato causada pelo tempo foi revertida pela suplementação com nitrato 

inorgânico por via oral.  

Do ponto de vista funcional do fígado, o consumo de nitrato inorgânico por 

7 meses (em doses similares ao consumo de vegetais ricos em nitrato) foi 

responsável por desencadear um efeito protetor sobre o declínio funcional 

relacionado ao envelhecimento neste órgão, provocando uma notável redução 
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da lesão hepática e diminuição das alterações morfológicas e biomarcadores do 

envelhecimento, tanto em modelo de envelhecimento induzido (D-gal), quanto 

em animais naturalmente idosos (Wang et al., 2018).  

Por outro lado, Delgado e colaboradores (2008) descrevem que a 

administração de nitrato de sódio (NaNO3), nas doses de 19, 66 e 150mg/kg, por 

via oral durante 10 dias foi responsável por um quadro de intoxicação subaguda 

e induziu alterações hematológicas e bioquímicas, além de injúria ao tecido 

hepático. As lesões foram proporcionais à dose, de maneira que os quadros 

graves de lesão hepática e alterações nos biomarcadores foram mais 

expressivos nos animais que consumiram as maiores doses. De forma similar, 

Bouaziz-Ketata e colaboradores (2014) utilizaram a dose de 400mg/kg de nitrato 

para desenvolvimento do modelo experimental de lesão hepática, sendo 

responsável por alterações bioquímicas e histopatológicas graves e 

características em apenas 50 dias. 

Dessa forma, é possível observar que o consumo de pequenas 

quantidades de nitrato inorgânico apresenta resultados benéficos sobre a função 

e morfologia hepática, inclusive no que concerne às alterações causadas pelo 

envelhecimento (Wang et al., 2018). Em contrapartida, o consumo de grandes 

quantidades de nitrato, mesmo que por um curto período, pode ser responsável 

por lesões hepáticas significativas e quadros de intoxicação (Delgado et al., 

2008; Bouaziz-Ketata et al., 2014).  

Diante disso, os dados inéditos deste trabalho sugerem que, a priori, a 

suplementação com nitrato inorgânico, por um longo período de tempo (consumo 

por mais de 21 meses), não foi responsável por induzir lesão hepática e 

alterações funcionais. Ademais, o tratamento crônico não apresentou riscos ao 

tecido hepático, sobretudo em animais idosos.  

 

4.3.3 Atividade renal  

 

O sistema urinário desempenha um importante papel na homeostase do 

organismo e não somente no que se refere ao equilíbrio hidroeletrolítico. Pois, 

os rins além de controlarem o volume dos líquidos extracelulares, ainda 

apresentam funções como a regulação da pressão arterial e da osmolaridade, 
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manutenção do equilíbrio iônico, excreção de resíduos, produção de hormônios 

e regulação homeostática do pH (Silverthorn, 2017). 

 Tais funções são inerentes à vida e sobrevivência das espécies, e fazem 

do sistema urinário um dos principais alvos do processo natural de 

envelhecimento e regulação do tempo de vida dos indivíduos. No entanto, 

inicialmente as alterações estruturais e funcionais no rim causadas pela idade 

devem ser classificadas em: aquelas observadas com envelhecimento saudável, 

aquelas onde o envelhecimento avança com uma comorbidade esperada 

(hipertensão, diabetes, obesidade) e aquelas onde o envelhecimento avança 

juntamente a uma doença renal específica (Denic et al., 2016). 

 No que diz respeito às alterações durante o processo de envelhecimento 

saudável, ou seja, sem contribuição de comorbidades ou doenças específicas, 

Hommos e colaboradores (2017) classificam as principais alterações renais 

causadas pelo envelhecimento em três grandes grupos:  

(1) Alterações macroscópicas: Aterosclerose da artéria renal, diminuição do 

volume cortical e aumento do volume medular, aumento da irregularidade na 

superfície renal e do número e tamanho dos cistos renais.  

(2) Alterações microscópicas: Fibrose intersticial, esclerose glomerular, redução 

do número de néfrons viáveis, atrofia tubular com hipertrofia dos túbulos 

remanescentes, espessamento da membrana basal, entre outras.  

(3) Alterações funcionais: Diminuição da taxa total de filtração glomerular, 

redução da produção de hormônios, redução da capacidade de filtração 

individual dos néfrons, entre outras.  

 Todavia, mesmo com as alterações supracitadas causadas pelo intenso 

efeito do tempo, para o desenvolvimento de distúrbios funcionais graves que 

caracterizem os quadros de insuficiência renal é necessária a perda de 75% (3/4) 

dos néfrons viáveis. Tal fato corrobora os achados em indivíduos que doaram 

um rim e sobrevivem devido a capacidade de reserva do tecido renal (Meuten, 

2017).  
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Figura 18. Alterações macroscópicas causadas pelo processo de 

envelhecimento saudável em rins humanos. Traduzido e adaptado de: Hommos 

et al., 2017.   

 

A avaliação laboratorial dos rins é feita a partir dos achados encontrados 

no soro e na urina, e permite a identificação de importantes marcadores que 

objetivam a localização da alteração primária do sistema urinário. Nesse sentido, 

além da avaliação da taxa de filtração glomerular (TFG), o rim também pode ser 

avaliado por meio da dosagem de metabólitos que deveriam ser excretados. 

Assim, caso haja alguma alteração renal e o composto não seja eliminado, suas 

concentrações ficarão aumentadas no sangue pelo acúmulo (Sobamowo; 

Prabhakar, 2017; Meuten, 2017). 

Os principais metabólitos usados para avaliação bioquímica da função 

renal são o nitrogênio ureico (ou ureia) e a creatinina. A ureia é produzida no 

fígado a partir da amônia e do bicarbonato, e é o principal meio de excreção do 

nitrogênio em animais. Já a creatinina provém da conversão de creatina e do 

fosfato de creatina nos músculos. Ambos são excretados pela urina, entretanto, 

caso isso não ocorra, haverá o aumento de suas concentrações plasmáticas, 

podendo levar ao aparecimento de sinais clínicos do acúmulo de toxinas nos 

pacientes, processo conhecido como uremia (Meuten, 2017; Silverthorn, 2017). 

Cabe ressaltar que as alterações nos parâmetros renais (azotemia) 

podem não ter origem nos rins e nem sequer no sistema urinário, sendo 

classificadas em três tipos. Azotemia pré-renal, que ocorre na hipovolemia 
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(desidratação, choque). A azotemia renal, quando causada por lesões em um 

dos cinco componentes renais: glomérulo, túbulo, interstício, pelve renal ou 

vasos sanguíneos. E a azotemia pós-renal, que pode ser decorrente de 

obstrução em qualquer local após o néfron ou na ruptura de estruturas do 

sistema urinário (Muller, 2019). 

No presente estudo, foram realizadas as mensurações séricas de 

nitrogênio ureico (ureia) e creatinina para análise da função renal em animais 

que consumiram nitrato inorgânico e solução placebo ao longo do tempo. Os 

resultados sugerem uma consonância com os demais dados bioquímicos deste 

trabalho, onde o tratamento com nitrato inorgânico a partir dos 15 meses de 

idade não foi responsável por alterações nas concentrações de ureia e creatinina 

quando comparado ao grupo que recebeu placebo na mesma faixa etária 

(Tabela 9). Tais resultados são evidentes mesmo dissociando os gêneros 

(Figuras 19-20). 

 
Tabela 9: Concentrações séricas de creatinina e nitrogênio ureico (ureia) em 
ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, a partir 
dos 15 meses de idade. Descrição do número de amostras pelo tempo de 
tratamento em anexo (Anexo 2). Valores expressos em média ± SEM.  
 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

C
R

E
A

T
IN

IN
A

 
 (

m
g

/d
L

) 

Fêmea 
Placebo 

0,86±0,16 0,67±0,03 0,61±0,03 0,65±0,09 0,56±0,06 0,52±0,09 0,49±0,09 

Fêmea 
Nitrato 

0,88±0,11 0,79±0,08 0,68±0,02 0,60±0,06 0,39±0,06 0,49±0,05 0,50±0,03 

Macho 
Placebo 

0,80±0,12 0,71±0,09 0,69±0,08 0,59±0,07 0,56±0,08 0,54±0,02 0,48±0,07 

Macho 
Nitrato 

0,57±0,04 0,71±0,08 0,54±0,03 0,56±0,13 0,58±0,08 0,44±0,09 0,47±0,26 

GRUPOS IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

U
R

E
IA

 
(m

g
/d

L
) 

Fêmea 
Placebo 

74,3±9,0 61,4±4,9 59,0±1,6 47,7±4,6 70,3±9,7 47,2±7,1 59,2±2,8 

Fêmea 
Nitrato 

84,0±6,4 57,1±3,4 51,6±2,9 42,9±6,5 54,6±2,4 61,2±9,8 53,9±3,5 

Macho 
Placebo 

55,0±8,5 54,8±2,1 69,2±12,3 55,9±4,8 56,4±5,3 35,5±2,6 52,4±2,5 

Macho 
Nitrato 

43,6±4,4 66,6±5,9 53,1±2,4 58,3±6,5 70,6±12 48,9±5,5 55,3±3,4 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 NITRATO vs PLACEBO. 
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Frente a isso, os achados reafirmam o descrito por Melchioretto e 

colaboradores (2016) ao avaliarem as concentrações séricas de ureia em 

animais de diferentes faixas etárias (de 3 meses até 24 meses), onde também 

não foi possível identificar diferença estatística ao longo do tempo. Porém, o 

mesmo estudo demonstra o aumento progressivo das concentrações de 

creatinina, especialmente a partir dos nove meses de idade, diferentemente dos 

achados deste trabalho, onde há uma redução progressiva e uniforme da 

creatinina ao longo do tempo (Figura 19).  

 

 

Figura 19. Concentrações séricas de creatinina em ratos Wistar idosos tratados 

com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados (A), machos (B) 

e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descrição do número de amostras 

pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2). 
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Figura 20. Concentrações séricas de nitrogênio ureico (ureia) em ratos Wistar 

idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados 

(A), machos (B) e fêmeas (C), a partir dos 15 meses de idade. Descrição do 

número de amostras pelo tempo de tratamento em anexo (Anexo 2). 

 

Quanto ao tratamento com nitrato inorgânico, seus efeitos sobre o sistema 

urinário são escassos e controversos, como a relação do consumo de nitrato 

com o aumento risco de desenvolvimento de câncer nos rins de mulheres idosas 

descrita por Jones e colaboradores (2020) e a redução da pressão e da 

resistência renal refletindo em efeitos benéficos em pacientes com doença renal 

crônica, descrita por Kemmner e colaboradores (2017). 

Nesse sentido, não existem trabalhos que evidenciem com detalhes os 

efeitos do nitrato inorgânico sobre a função renal, principalmente no que se 

refere ao consumo de nitrato por longos períodos e sua relação com o processo 

de envelhecimento renal e do organismo como um todo. Assim, os dados aqui 

expostos apresentam caráter inédito e descrevem a ausência de alterações 

funcionais e lesões causadas pelo consumo de nitrato inorgânico a longo prazo. 

Os resultados sugerem se tratar de uma intervenção com poucos riscos, todavia 
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os efeitos benéficos também não foram evidenciados, o que reforça a 

necessidade de mais estudos que avaliem o risco-benefício da via nitrato-nitrito-

óxido nítrico sobre o sistema urinário ao longo do tempo.   

 

4.4  Reatividade Vascular 

 

O sistema cardiovascular apresenta um “controle fino e delicado” de suas 

funções, de modo a garantir o fluxo contínuo de entrega e remoção de 

substâncias entre o sangue e os tecidos periféricos. Para desenvolver tais 

funções, as paredes dos vasos sanguíneos são compostas por camadas de 

músculo liso, tecido conjuntivo fibroelástico e revestidas internamente por uma 

camada pavimentosa de células específicas chamada endotélio vascular 

(Silverthorn, 2017).  

Durante muito tempo acreditou-se que, por conta do revestimento interno, 

as células endoteliais apenas serviam como barreira passiva entre o sangue e o 

interstício. No entanto, atualmente é conhecido que essas células têm importante 

papel na homeostase vascular, por meio da produção de mediadores autócrinos 

e parácrinos, como o óxido nítrico (NO). Além disso, as células endoteliais estão 

envolvidas em várias outras funções, incluindo modulação do tônus vascular 

(produção de substâncias vasoconstritoras e vasodilatadoras), manutenção da 

fluidez do sangue, neovascularização e regulação da inflamação e resposta 

imune (Incalza et al., 2017).  

Acerca da relação com a passagem do tempo, as funções e a morfologia 

dos componentes cardiovasculares são influenciadas negativamente pelo 

envelhecimento. Assim, o envelhecimento é considerado um dos principais 

fatores de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, e alvo de 

diversas pesquisas no tocante a fisiopatologia cardiovascular (North; Sinclair, 

2012; Paneni et al., 2017; Haybar et al., 2019). 

O tempo de vida estimado das células endoteliais em adultos é de 

aproximadamente 30 anos, após esse período as células senescentes são 

substituídas por células jovens, porém menos funcionais (Bahia et al., 2006). 

Contudo, o acúmulo de células endoteliais senescentes também agrava a 

inflamação relacionada ao envelhecimento e a disfunção oxidativa e vascular, 

funcionando como uma alça de feedback. Detalhes desse processo estão 
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ilustrados na Figura 21 (Jia et al., 2019). Ademais, outras condições de saúde 

também podem interferir e acelerar o processo de disfunção endotelial, como a 

Covid-19 (Green, 2020). 

 Lakatta (2003) descreve as possíveis alterações aórticas causadas pelo 

envelhecimento em roedores, classificando as alterações em morfológicas e 

funcionais. Em relação a morfologia dos vasos sanguíneos afetados pelo tempo, 

podem ser destacadas as seguintes alterações: aumento do diâmetro, rigidez e 

espessura da parede do vaso, aumento do tamanho e redução do número de 

células musculares lisas e o aumento da deposição de colágeno e fibronectina 

com diminuição de elastina (calcificação e fragmentação). 

No que se refere às funções vasculares, o envelhecimento é responsável 

por uma expressiva disfunção endotelial, caracterizada por: diminuição da 

disponibilidade de óxido nítrico e o aumento de espécies reativas de oxigênio 

(ânion superóxido e peroxinitrito), aumento da permeabilidade vascular e 

expressão de molecular de adesão, diminuição da angiogênese, resposta 

exagerada a reparação vascular, entre outros (Lakatta et al., 2003).  

 Como demonstrado na Figura 21, os mecanismos oxidativos e 

inflamatórios com superprodução de espécies reativas de oxigênio (ROS) nos 

vasos sanguíneos são um dos principais mediadores do processo de 

envelhecimento (Guzik; Touyz, 2017). Nesse aspecto, o consumo de 

substâncias com potencial antioxidante, como frutas, vegetais, grãos inteiros e 

nozes, é estimulado (Aune et al., 2019). Entre os alimentos disponíveis com 

potencial antioxidante encontram-se as folhas verdes escuras ricas em nitrato, 

com descrições de que o consumo in natura pode aumentar as concentrações 

séricas de nitrato e nitrito em menos de uma hora (Haun et al., 2016). 
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Figura 21. Efeitos do processo de envelhecimento sobre o sistema 

cardiovascular, suas alterações fisiopatológicas e consequências. Fonte: 

Traduzido e adaptado de Jia et al., 2019.  

 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do envelhecimento associado ao 

consumo crônico de nitrato inorgânico sobre a reatividade vascular, segmentos 

da artéria mesentérica cranial de ratos Wistar idosos, tratados com nitrato 

inorgânico ou placebo, foram utilizados em sistema de banho de órgãos isolado.  

Devido às especificações desta técnica e a grande variabilidade do tempo 

de vida total, os animais utilizados para a análise da reatividade vascular foram 

aqueles com indicação para eutanásia. Além disso, de modo a normalizar a faixa 

de idade em 27 e 33 meses, foram utilizados apenas animais que receberam as 

intervenções por mais de 12 meses e até 18 meses.  

Os anéis formados por segmentos das artérias foram montados em 

sistemas de hastes, incubados em solução fisiológica e conectados ao sistema 

de registro (vide 3.6). Em seguida, foram acrescentadas ao sistema 

concentrações crescentes de soluções vasoconstritoras (Fenilefrina – FEN) e 

vasodilatadoras (Acetilcolina – ACH) e (Nitroprussiato de sódio – NPS), de modo 

a compor diferentes curvas dose-resposta.  

Após o período de estabilização, os anéis foram submetidos aos testes de 

viabilidade do endotélio, onde foram divididos em dois grandes grupos: os 

animais que o endotélio funcional estava presente (> 60%), e aqueles onde não 
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havia endotélio funcional (<10%). Cabe ressaltar que o valor que classifica a 

presença de endotélio em animais idosos é diferente dos animais jovens, pois 

os idosos apresentam proporções diferentes de células endoteliais senescentes, 

caracterizadas pela maior fragilidade e menos funcionalidade, como descrito por 

Matz e Andriantsitohaina (2003). 

Quanto aos protocolos experimentais, inicialmente, os anéis — com 

presença ou não de endotélio funcional —, foram incubados com soluções 

acumulativas de fenilefrina (FEN), com o objetivo de avaliar a eficiência da droga 

nos diferentes grupos, além da capacidade constritora dos anéis de animais 

idosos frente ao estímulo farmacológico. Os resultados estão expressos na 

Tabela 10 e Figuras 22-23.  

 

Tabela 10: Valores (%) de Emax e de pD2 referentes ao efeito constritor da FEN 

em anéis da artéria mesentérica cranial de animais idosos, de ambos os sexos, 

tratados cronicamente com nitrato inorgânico e solução placebo.  

 

GÊNEROS 
COMBINADOS 

(n=16) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
PRESENTE (FEN) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
AUSENTE (FEN) 

Emax±SEM pD2±SEM Emax±SEM pD2±SEM 

PLACEBO 100,01 ± 3,97 4,79 ± 0,71 99,95 ± 9,01 4,84 ± 0,06 

NITRATO 74,45 ± 5,46** 4,88 ± 0,06 85,66 ± 8,37 5,21 ± 0,09** 

GRUPOS 
(n=8) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
PRESENTE (FEN) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
AUSENTE (FEN) 

Emax±SEM pD2±SEM Emax±SEM pD2±SEM 

FÊMEA 
PLACEBO 

102,14 ± 4,64 4,77 ± 1,14 99,98 ± 12,63 4,97 ± 0,10 

FÊMEA 
NITRATO 

69,99 ± 8,78* 4,81 ± 0,16 79,00 ± 5,60 5,33 ± 0,13 

MACHO 
PLACEBO 

100,01 ± 6,79 4,82 ± 0,97 100,00 ± 13,74 4,82 ± 0,16 

MACHO 
NITRATO 

78,91 ± 6,73 4,96 ± 0,04 92,31 ± 16,12 5,12 ± 0,11 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 **p<0,01 NITRATO vs PLACEBO. 

 

Nos anéis com endotélio viável, os resultados demonstram que o consumo 

de nitrato crônico foi responsável por uma redução da capacidade constritora 

dos anéis diante do estímulo pela fenilefrina (Figura 22), além de diminuição do 

efeito máximo (Emáx: PLACEBO 100,01 ± 3,97 vs NITRATO 74,45 ± 5,46). No 
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entanto, não foram observadas alterações significativas no tocante à 

sensibilidade da droga (pD2: PLACEBO 4,79 ± 0,71 vs NITRATO 4,88 ± 0,06). 

Os mesmos resultados foram observados ao avaliar machos e fêmeas 

separadamente (Figuras 22B-C), destacando ainda um efeito do nitrato mais 

expressivo nas fêmeas (Tabela 10).  

De forma contrária, nos anéis com ausência de endotélio funcional, as 

mesmas concentrações de FEN não foram responsáveis por diferenças 

relevantes entre os animais tratados com placebo e nitrato, mesmo ao dissociar 

o efeito do sexo (Figura 23), sugerindo se tratar de uma resposta dependente de 

endotélio funcional. Todavia, animais tratados com nitrato apresentaram maior 

sensibilidade a fenilefrina quando comparados aos tratados com solução 

placebo (pD2: PLACEBO 4,84 ± 0,06 vs NITRATO 5,21 ± 0,09)(Tabela 10). 

 
Figura 22. Curvas concentração-resposta para contração mediada pela FEN (10-

12 a 10-4M), em anéis com endotélio funcional presente de ratos Wistar idosos 
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tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados (A), 

fêmeas (B) e machos (C). *p<0,05.  

 

 
Figura 23. Curvas concentração-resposta para contração mediada pela FEN (10-

12 a 10-4M), em anéis com a ausência de endotélio funcional, de ratos Wistar 

idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados 

(A), fêmeas (B) e machos (C). *p<0,05.  

 

 

Após a avaliação do efeito constritor mediado pela FEN, os anéis foram 

submetidos a concentrações acumulativas de substâncias vasodilatadoras de 

acordo com a presença de endotélio funcional. Desse modo, os anéis com 

endotélio viável foram incubados com concentrações crescentes de acetilcolina 

(ACH), enquanto os anéis com endotélio ausente, encubados com nitroprussiato 

de sódio (NPS) (Tabela 11).  

Os dados demonstram que nos anéis com endotélio viável presente, os 

animais tratados cronicamente com nitrato inorgânico apresentaram maior 
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capacidade vasorelaxante em resposta à acetilcolina, quando comparados aos 

que consumiram solução placebo (Emáx: PLACEBO 80,04 ± 3,69 vs NITRATO 

96,18 ± 5,96) (Figura 24A). Tais resultados também foram expressos ao 

dissociar o sexo (Figuras 24B-C). Ao avaliar a sensibilidade dos anéis à ACH, os 

animais tratados com nitrato inorgânico também obtiveram maior sensibilidade a 

droga, quando comparado aos suplementados com placebo (pD2: PLACEBO 

5,38 ± 0,08 vs NITRATO 6,98 ± 0,21)(Tabela 11). 

 

 

Figura 24. Curvas concentração-resposta para o relaxamento mediado pela ACH 
(10-12 a 10-4M), em anéis com endotélio funcional presente, de ratos Wistar 
idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros combinados 
(A), fêmeas (B) e machos (C). *p<0,05.  
 

 
Diferente do avaliado em anéis com endotélio funcional presente, o 

consumo crônico de nitrato inorgânico não foi responsável por nenhuma 
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alteração frente ao efeito vasodilatador do nitroprussiato de sódio, protocolo 

realizado em anéis sem endotélio funcional (Emáx: PLACEBO 114,10 ± 3,37 vs 

NITRATO 113,00 ± 2,38) (Figura 25A). Resultados expressos tanto em fêmeas 

(Figura 25B) quanto em machos (Figura 25C). Por fim, também não houve 

diferenças significativas no tocante à sensibilidade dos anéis sem endotélio ao 

NPS (pD2: PLACEBO 6,61 ± 0,12 vs NITRATO 6,99 ± 0,15).  

Esses achados corroboram o descrito por Luttrell e colaboradores (2020), 

onde não houve diferença ao comparar a resposta vasodilatadora ao NPS em 

anéis sem endotélio viável de animais jovens e idosos. Além disso, reforça a 

relação do processo de envelhecimento com a regulação da função vascular 

mediada pelas células endoteliais (Jia et al., 2019), e a hipótese de que o 

consumo crônico de nitrato inorgânico exerce efeito sobre a função vascular a 

partir de vias dependentes de endotélio.  
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Figura 25. Curvas concentração-resposta para o relaxamento mediado pelo NPS 
(10-12 a 10-4M), em anéis com a ausência de endotélio funcional presente, de 
ratos Wistar idosos tratados com nitrato inorgânico e solução placebo, gêneros 
combinados (A), fêmeas (B) e machos (C). *p<0,05.  

 
 
 

Tabela 11: Valores (%) de Emax e de pD2 referentes ao efeito vasorelaxante da 
ACH e NPS em anéis da artéria mesentérica cranial de animais idosos, de ambos 
os sexos, tratados cronicamente com nitrato inorgânico e solução placebo. 
 

GÊNEROS 
COMBINADOS 

(n=16) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
PRESENTE (ACH) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
AUSENTE (NPS) 

Emax±SEM pD2±SEM Emax±SEM pD2±SEM 

PLACEBO 80,04 ± 3,69 5,38 ± 0,08 114,10 ± 3,37 6,61 ± 0,12 

NITRATO 96,18 ± 5,96* 6,98 ± 0,21**  113,00 ± 2,38 6,99 ± 0,15 

GRUPOS 
(n=8) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
PRESENTE (ACH) 

ENDOTÉLIO FUNCIONAL 
AUSENTE (NPS) 

Emax±SEM pD2±SEM Emax±SEM pD2±SEM 

FÊMEA 
PLACEBO 

76,76 ± 6,03 5,11 ± 0,09 108,85 ± 2,82 7,22 ± 0,19 

FÊMEA 
NITRATO 

86,26 ± 7,61 6,34 ± 0,22* 115,91 ± 1,88 7,11 ± 0,25 

MACHO 
PLACEBO 

83,33 ± 4,35 5,59 ± 0,11 119,30 ± 5,75 6,10 ± 0,11 

MACHO 
NITRATO 

106,10 ± 8,13* 7,52 ± 0,31** 110,40 ± 4,06 6,89 ± 0,14 

Valores expressos em média ± SEM. *p<0,05 **p<0,01 NITRATO vs PLACEBO. 

 

Os resultados deste trabalho ratificam os efeitos vasorelaxantes dos 

nitratos amplamente descritos na literatura, sobretudo na presença de endotélio 

funcional (França-Silva et al., 2012; Bock et al., 2018). Ademais, as intervenções 

dietéticas com nitratos têm demonstrado diversos efeitos benéficos sobre outros 

aspectos da saúde cardiovascular (Larsen et al., 2006; Nossaman et al., 2010; 

Omar et al., 2016), principalmente devido ao seu potencial na diminuição e até 

reversão da disfunção endotelial (Bakker et al., 2016; Peng et al., 2020), o que 

justifica os efeitos positivos do consumo crônico de nitrato inorgânico sobre a 

atividade vascular de animais idosos.  

No mesmo contexto, Rammos e colaboradores (2014) descrevem que a 

suplementação dietética com nitrato inorgânico melhora a disfunção endotelial e 

a rigidez vascular, além de reduzir a pressão arterial em idosos com risco 
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cardiovascular moderadamente aumentado, o que pode impedir ou atrasar o 

desenvolvimento de hipertensão e ter um impacto nas sequelas deletérias e 

resultado clínico em uma população em envelhecimento.  

Além disso, Rammos e colaboradores (2015), ainda demonstram que a 

suplementação com nitrato em camundongos idosos é responsável por 

mudanças que ocorrem a nível de expressão gênica e perfil transcricional, 

modulando positivamente as vias relacionadas ao sistema de sinalização de 

cálcio, sistemas de desintoxicação celular e vias antioxidantes.  

Porém, cabe ressaltar que a maioria dos relatos dos efeitos benéficos dos 

nitratos sobre a disfunção endotelial são a partir de experimentos onde a 

exposição aos nitratos foram realizadas por um tempo relativamente curto, com 

quatro, oito e dez semanas de duração (Rammos et al., 2014; Rammos et al., 

2015; Bakker et al., 2016). Assim, este trabalho é o primeiro a descrever os 

efeitos crônicos do consumo de nitrato (mais de 12 meses - 52 semanas).   

Com isso, os resultados inéditos deste trabalho atestam que mesmo com 

o consumo de nitrato por um longo período de tempo, os efeitos benéficos diante 

da disfunção endotelial em animais idosos ainda são perceptíveis. Ademais, não 

houve indícios de tolerância e/ou resistência ao tratamento, como também não 

foi possível identificar efeitos potencialmente danosos à função vascular. 

 

4.5  Avaliação Histopatológica 

 

Nas ciências médicas e da saúde, importantes informações são obtidas 

após a morte dos pacientes, ou seja, a partir do exame necroscópico. Tais 

informações são imprescindíveis para a elaboração dos atestados de óbito, pois 

além de enfatizarem a doença ou causa imediata do óbito, ainda reúnem dados 

sobre outras condições crônicas (contributivas ou subjacentes causas de morte), 

compondo os bancos epidemiológicos e de vigilância em saúde (Treuting et al., 

2016). 

Em estudos pré-clínicos, principalmente em modelos usando roedores, a 

determinação da causa da morte fornece informações translacionais valiosas 

que podem ser comparadas com a população humana. Tais informações são 

especialmente importantes em estudos que avaliem compostos tóxicos, 
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fenotipagem de novas cepas e em estudos de envelhecimento usando métodos 

para prolongar a expectativa de vida (Snyder et al., 2015).  

 No tocante às pesquisas sobre longevidade e envelhecimento, 

geralmente são utilizados dois tipos de design básicos: os estudos transversais 

(1), onde um “end point” é estipulado para eutanásia, necropsia e coleta de 

amostras dos indivíduos; e os estudos “end-of-life” ou em tradução livre, estudos 

de final da vida (2), onde o principal objetivo é a determinação do tempo de vida 

de forma natural. Neste último, os animais envelhecem até serem encontrados 

mortos ou são eutanasiados quando moribundos (Miller; Nadon, 2000). 

O presente trabalho foi delineado na forma de estudo “end-of-life”, pois 

objetiva a avaliação dos efeitos do consumo de nitrato também sobre a 

expectativa de vida. Entretanto, a partir desse delineamento surgem 

considerações intrínsecas para determinação da causa da morte, como discutido 

por Manskikh (2014), em sua revisão sobre as definições de lesões fatais e 

incidentais e os problemas na determinação da causa da morte em animais de 

laboratório.  

Segundo Manskink (2014), a certificação da morte foi e é um dos maiores 

problemas na área da patologia e anatomia patológica, sendo criado até um novo 

campo de estudo para esse fim, chamado “Tanatologia”, ou o estudo científico 

da morte. Ainda de acordo com o autor, se tratando de animais de laboratório, 

as dificuldades são ainda mais consideráveis, pois: (1) não existem referências 

patológicas tão precisas quanto em humanos; (2) os animais encontrados mortos 

nem sempre são viáveis para avaliação (autólise intensa); (3) na maioria das 

vezes não existem dados de suporte como histórico médico e exames 

diagnósticos; (4) em algumas condições as alterações teciduais causadas são 

mais discretas; e finalmente, (5) a morte natural pode ocorrer sem alterações 

morfológicas que levem a uma associação.  

Diante de tais considerações, em muitos estudos com roedores que 

examinam o efeito do tratamento ou manipulação experimental na extensão da 

vida ou extensão da saúde, a causa da morte não é identificada e discutida. 

Dessa forma, mesmo com sua notável relevância, atualmente a determinação 

da causa da morte é considerada um tópico bastante controverso na 

experimentação científica usando roedores (Snyder et al., 2015; Snyder et al., 

2019).  
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 Neste trabalho, a higienização dos mini-isoladores com inspeção de todos 

os indivíduos foi realizada a cada dois dias, bem como exame clínico mais 

minucioso a cada sete dias, assim, foi possível rastrear a evolução das diferentes 

sintomatologias desenvolvidas. Entretanto, de forma frequente foram 

encontrados animais mortos em estado de autólise avançado. Sendo, portanto, 

inviáveis para avaliação histopatológica, tais indivíduos foram censurados da 

avaliação.  

Para aqueles animais encontrados em condições adequadas e os que 

foram eutanasiados por estarem em estado moribundo (definição de estado 

moribundo disponível em: Snyder et al., 2015), o exame necroscópico completo 

foi realizado, seguido por fotodocumentação e coleta de amostras para análise 

histopatológica. Tais amostras foram encaminhadas para avaliação realizada 

exclusivamente por especialistas em patologia veterinária, no Laboratório de 

Patologia Veterinária do Hospital Veterinário (HV/CCA/UFPB).  

Além dos sinais clínicos e achados macroscópicos na necropsia, os 

exames bioquímicos realizados periodicamente também deram suporte para a 

definição dos diagnósticos. No entanto, diante das dificuldades supracitadas 

envolvidas no diagnóstico da causa da morte de animais de laboratório, neste 

trabalho foi possível avaliar 45,5% das unidades experimentais propostas para 

a pesquisa. Quanto à intervenção, foram avaliados 46% dos animais que 

consumiram nitrato inorgânico (28% fêmeas e 18% machos) e 45% dos 

indivíduos que receberam solução placebo (25% fêmeas e 20% machos).   

Os resultados foram organizados de acordo com o grupo experimental e 

o sistema orgânico envolvido. E, com base nos mesmos, não foi possível 

identificar relações entre o consumo de nitrato inorgânico (NaNO3 10mM) e o 

desenvolvimento espontâneo de doenças em animais idosos. Contudo, ao 

dissociar os grupos de acordo com o gênero foi possível descrever diferenças 

consideráveis entre machos e fêmeas (Tabelas 12-13).  

Em relação ao diagnóstico de alterações neoplásicas, a incidência de 

tumores espontâneos em fêmeas (13,5%) foi significativamente maior do que em 

machos (4,5%), o que representa um risco relativo 5,3 vezes maior de 

desenvolvimento de neoplasias nas fêmeas do que nos machos (valores que 

independem do tratamento) (Tabela 12). A maior incidência de tumores em 

fêmeas é amplamente descrita na literatura, inclusive em estudos que avaliam o 
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desenvolvimento espontâneo de condições patológicas em animais de 

laboratório (Walsh et al., 1994; Poteracky et al., 1998; Carlus et al., 2013).  

 

Tabela 12: Descrição das alterações neoplásicas identificadas em ratos Wistar 

machos e fêmeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorgânico (NaNO3 

10mM) e placebo, a partir dos 15 meses de idade até a morte.  

Neoplasias 
PLACEBO 

♀ 

NITRATO 

♀ 

PLACEBO 

♂ 

NITRATO 

♂ 
Fibroma 3 4 1 2 

Fibrossarcoma 3 3 1  

Leiomioma cístico  1  1 1 

Fibroadenoma mamário 2 1   

Hemangiossarcoma 1  1  

Adenocarcinoma pancreático  1   

Mixoma  1   

Lipoma 2 2  2 

Adenocarcinoma uterino 1 1   

Tumor de células da granulosa  1   

TOTAL  13 14 4 5 

 

Ainda nesse âmbito, é sabido que a senescência celular, oriunda do 

processo de envelhecimento, desempenha papéis importantes em diferentes 

fases da carcinogênese (iniciação, promoção, conversão e progressão), 

configurando o tempo de vida como um dos principais fatores de risco para o 

desenvolvimento de alterações neoplásicas (Calcinotto et al., 2019).  

Todavia, cabe ressaltar que a incidência das neoplasias varia 

consideravelmente de acordo com a faixa etária avaliada. Por exemplo, Carlus 

e colaboradores (2013), ao avaliarem roedores com mais de 24 meses de idade, 

descrevem uma incidência de neoplasmas espontâneos de 89% nas fêmeas e 

72% nos machos, diferentemente dos resultados de Trotte e colaboradores 

(2008), que relatam a incidência de apenas 1,8% de neoplasias com 

desenvolvimento espontâneo em ratos com 18 meses de idade. 

Quanto à localização e origem celular das alterações tumorais, a maioria 

foi encontrada próximo às camadas musculares superficiais que revestem a 

cavidade torácica e abdominal, apresentando formato circular/cilíndrico com 

superfície lisa recoberta pela epiderme. Foram identificados a partir da avaliação 

histopatológica principalmente tumores mesenquimais com origem nas células 

fibroblásticas do tecido conjuntivo (Figura 26), assim como o acometimento do 

tecido mamário e adiposo (Figura 27). Resultados que diferem dos estudos de 
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Carlus e colaboradores (2013) e Poteracky e colaboradores (1998), que relatam 

maior prevalência de neoplasias com origem no tecido endócrino, sobretudo o 

adenoma de hipófise. 

 

 

Figura 26. Neoplasias espontâneas em ratos Wistar idosos. (A1) Massa 

neoplásica encapsulada (75g), sensível a palpação, localizada na região inguinal 

sem aderências. (A2) Fotomicrografia da região central do neoplasma A1, com 

evidente crescimento atípico do tecido conjuntivo altamente vascularizado (ponta 

de seta), presença de fibroblastos com alterações nucleares diversas, além de 

pleomorfismo e anisocitose severos, que caracterizam o fibrossarcoma (HE, obj. 

10x). (B1) Massa neoplásica encapsulada de consistência firme (79,8g), 

localizada na região torácica esquerda sem aderências. (B2) Fotomicrografia da 

região central do neoplasma B1 com evidente acometimento do tecido 

conjuntivo, no entanto, pouca celularidade, pleomorfismo e anisocitose leves 

caracterizando o fibroma (HE, obj. 10x).  
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Figura 27. Neoplasias espontâneas em ratos Wistar idosos. (A1) Massa 

neoplásica multinodular (114,2g), sensível a palpação, localizada na região 

cervical direita sem aderências. (A2) Fotomicrografia da região central do 

neoplasma A1, com evidente crescimento atípico do tecido conjuntivo (*) e 

presença de tecido glandular mamário (setas), caracterizando o fibroadenoma 

mamário (HE, obj. 20x). (B1) Massa neoplásica multinodular de consistência 

firme, localizada na cavidade abdominal próximo ao sistema genitourinário, sem 

aderências. (B2) Fotomicrografia da região central do neoplasma B1 com 

presença de crescimento atípico do tecido conjuntivo e formação de cistos cm 

conteúdo (*) caracterizando o leiomioma cístico (HE, obj. 20x). (C1) Massa 

neoplásica encapsulada de aspecto flácido (87g), localizada na região abdominal 

esquerda. (C2) Fotomicrografia da região central do neoplasma C1, 

apresentando crescimento atípico de adipócitos, bem diferenciados (ponta de 

seta), com áreas de necrose de adipócitos, envolvidos por tecido conjuntivo (*), 

diagnóstico lipoma (HE, obj. 10x). 
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No que se refere às demais alterações patológicas, os resultados foram 

divididos de acordo com o sistema acometido (Tabela 13). Entretanto, cabe 

ressaltar que algumas patologias apresentam alterações multissistêmicas e a 

relação entre elas pode influenciar diretamente a causa da morte do indivíduo, 

dificultando o processo de diagnóstico (Manskikh, 2014).  

 

Tabela 13: Alterações patológicas identificadas em ratos Wistar machos e 

fêmeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorgânico (NaNO3 10mM) e 

placebo, a partir dos 15 meses de idade até a morte.  

 
PLACEBO 

♀ 

NITRATO 

♀ 

PLACEBO 

♂ 

NITRATO 

♂ 
Sistema neurológico     

Head tilt  1 2 1 

Encefalopatia urêmica 1 1 2 3 

Sistema urinário     

Rim em estágio terminal 2 1 3 4 

Rins policísticos   1   

Sistema digestório      

Alterações dentárias 1 1 4 3 

Lipidose hepática 3 3 4 5 

Sistema respiratório     

Pneumonia granulomatosa 4 2 4 3 

Pneumopatia urêmica 1  2 2 

Enfisema pulmonar  2 1  

Sistema tegumentar      

Alopecia  6 5 3 4 

Lesões ulcerativas  2 1 1 3 

Sistema reprodutor     

Ovários policísticos  2 1   

Piometra / Mucometra  4 2   

Endometrite  1    

TOTAL  27 21 26 28 

 

No tocante às alterações no sistema nervoso, houve um acometimento 

mais expressivo em animais do sexo masculino (4%) quando comparados às 

fêmeas (1,5%), independente do tratamento com nitrato inorgânico. Nesse 

âmbito, é sabido que a degeneração do tecido nervoso pelo tempo (senescência) 

é algo amplamente descrito na literatura, sendo inclusive relacionada com a 

patogenia de condições como a doença de Alzheimer e de Parkinson (Wyss-

Coray, 2016; Lane et al., 2018; Reich; Svitt, 2019).  

Neste trabalho, alguns indivíduos com acometimento do sistema nervoso 

apresentaram alterações motoras significativas como: relutância ao movimento, 

apatia, inapetência e andar em círculos, progressivamente evoluindo para 
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paraplegia, anorexia e morte. Nestes mesmos animais, os exames bioquímicos 

periódicos demonstraram um aumento relevante dos indicadores da função renal 

(ureia, creatinina), e ao exame necroscópico, nenhuma alteração macroscópica 

foi identificada. Dessa forma, para melhor investigação, foram coletadas 

amostras de cérebro, cerebelo e medula espinhal, e submetidas ao 

processamento para confecção de lâminas histológicas.    

Ao analisar microscopicamente as amostras dos animais com 

sintomatologia nervosa foi possível identificar a presença de diversos vacúolos, 

distribuídos de forma difusa e localizados principalmente na substância branca 

das diferentes regiões sistema nervoso central. Esta vacuolização progressiva 

leva à degeneração do tecido nervoso, processo chamado de “status 

spongiosus” (Figura 28A) (Ferrer; Vidal, 2020). 

Além dos achados nas amostras de tecido nervoso, outros tecidos foram 

avaliados como pulmão, rins e fígado. Tal avaliação permitiu a identificação de 

lesões renais graves, histopatologicamente descritas como: presença de 

cilindros proteicos intratubulares, perda de células tubulares, ectasia tubular, 

glomerulonefrite membranoproliferativa, glomeruloesclerose e fibrose. Esses 

achados corroboram os resultados dos testes bioquímicos e caracterizam o rim 

em estágio terminal (Figura 28B), funcionalmente diagnosticado com 

insuficiência renal crônica (Zachary, 2018).  

Ao associar as alterações renais graves com a sintomatologia nervosa, o 

diagnóstico de encefalopatia urêmica foi proposto. Nesta condição a 

incapacidade do rim de excretar toxinas endógenas e exógenas (por exemplo, 

compostos de guanidina) resulta em neurotoxicidade grave (degeneração 

esponjosa), lesão na barreira hematoencefálica, alterações 

isquêmicas/microvasculares, neuroinflamação, aumento do estresse oxidativo 

central, além de disfunção no metabolismo e vascularização do sistema nervoso 

central (Hamed, 2019).  
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Figura 28. Alterações histopatológicas identificadas em ratos Wistar machos e 

fêmeas, submetidos ao tratamento com nitrato inorgânico e placebo, a partir dos 

15 meses de idade até a morte. (A) Status spongiosus - Presença de vacúolos 

difusos (seta preta) na substância branca do cerebelo (HE, obj 20x). (B) Rim em 

estágio terminal - Fotomicrografia da região cortical do rim, com presença de 

cilindros proteicos intratubulares, perda de células tubulares, ectasia tubular (*), 

glomeruloesclerose (seta vermelha) e fibrose (HE, obj 10x). (C) Lipidose hepática 

- Acúmulo difuso de glóbulos de gordura no interior dos hepatócitos (HE, obj 

20x). (D) Enfisema pulmonar e pneumonia granulomatosa – Fotomicrografia do 

pulmão com evidente distensão dos alvéolos (*) e presença de infiltrado 

inflamatório mononuclear com presença de células gigantes multinucleadas 

(ponta de seta) (HE, obj 20x). 

  

 Quanto às alterações do sistema digestório, os distúrbios hepáticos 

apresentaram grande incidência (7,5%), mesmo diante da notável resiliência do 

tecido hepático para com o processo de envelhecimento (Hunt et al., 2019). Tais 

alterações estão relacionadas com a incapacidade do fígado de realizar suas 

funções com o passar do tempo, o que aumenta o risco de desenvolvimento de 

doenças hepáticas e sistêmicas (Pibiri et al., 2018).  

 A maioria dos animais com alterações hepáticas apresentavam 

sobrepeso, acúmulo exacerbado de tecido adiposo na cavidade abdominal e 
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alterações bioquímicas nos marcadores de lesão e função hepática. Durante o 

exame necroscópico foi possível identificar o fígado aumentado de volume 

(hepatomegalia), além de apresentar coloração amarelada, aspecto friável e 

esponjoso, com bordas arredondadas.   

 Com a avaliação microscópica, identificou-se a presença difusa de 

vacúolos contendo triglicerídeos e outros metabólitos lipídicos, como gorduras 

neutras e colesterol no interior dos hepatócitos, caracterizando a lipidose 

hepática (Figura 28C). Tanto em animais, quanto em humanos, o acúmulo de 

lipídeos no fígado (lipidose/esteatose hepática) é uma condição mais frequente 

quando há mobilização dos estoques de gordura corporal, como por exemplo, 

na gestação e lactação. No entanto, também é observada em desequilíbrios 

metabólicos, como a obesidade, e na disfunção hepática oriunda do 

envelhecimento, ambas identificadas neste trabalho.  

 Em relação aos efeitos do nitrato, Cordero-Herrera e colaboradores 

(2019) demonstraram que o consumo de nitrato/nitrito a curto prazo (7 semanas), 

previne o acúmulo de gordura no fígado em modelo de lipidose induzida por dieta 

em roedores, e modelo com cultivo de células hepáticas humanas. Os autores 

concluíram ainda que o nitrato dietético atenua o estresse oxidativo e preserva 

a atividade da AMPK hepática, com efeitos na função cardiovascular e 

metabólica. Entretanto, neste trabalho, o consumo crônico de nitrato inorgânico 

não foi responsável por alterações na incidência e progressão da esteatose 

hepática em idosos.  

Ainda sobre o sistema digestório, um aspecto específico sobre a fisiologia 

do envelhecimento nos roedores é a arcada dentária, especialmente os dentes 

incisivos, que são classificados como hipsodontes, significativamente maiores, 

além de apresentarem composição histológica peculiar, crescimento contínuo e 

necessidade de desgaste periódico. Em animais idosos, a ineficiência desse 

desgaste pode causar o crescimento exacerbado e lateralizado dos dentes 

incisivos, podendo acarretar casos leves de dores e dificuldade na obtenção do 

alimento, e casos graves de lesões na região da cabeça e pescoço e inapetência 

(Konig; Liebich, 2016).  

Neste trabalho, a incidência das alterações dentárias espontâneas foi de 

4,5%. Sem a correta intervenção, os quadros evoluem para inanição, anorexia e 

morte. Isto sinaliza para a maior atenção no cuidado e manejo de roedores em 
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laboratório, especialmente animais longevos. Quanto ao tratamento, a cavidade 

oral exerce grande influência sobre via nitrato-nitrito-óxido nítrico, mas não foram 

identificadas alterações quanto ao consumo de nitrato inorgânico no que se 

refere às alterações dentárias e da cavidade oral. 

 No tocante ao sistema respiratório, as alterações patológicas 

representaram 23,7% dos diagnósticos totais. Nesse sentido, é sabido que o 

processo de envelhecimento está associado a mudanças moleculares e 

fisiológicas nos pulmões. A título de exemplo, alterações diretas na composição 

celular e na função pulmonar, diminuição da remodelação e capacidade 

regenerativa, e o aumento da suscetibilidade a doenças pulmonares agudas e 

crônicas (Cho; Stout-Delgado, 2019). 

 O efeito do tempo também é responsável por mudanças no perfil 

imunológico do sistema respiratório, processo chamado de imunossenescência 

(Barbé-Tuana et al., 2020). Essa deterioração progressiva dos componentes 

imunológicos no tecido pulmonar é resultado de um desequilíbrio entre os 

mecanismos inflamatórios e antiinflamatórios. Pois ao passo que a estimulação 

crônica de antígenos ao longo da vida e o maior dano oxidativo aumentam a 

produção de citocinas pró-inflamatórias (inflammaging), há uma redução 

progressiva dos componentes celulares e, como conseguinte, da resposta anti-

inflamatória e antioxidante (Brandenberger; Muhlfeld, 2017; Fransceschi et al., 

2018). 

 No presente estudo, os indivíduos acometidos com distúrbios respiratórios 

apresentaram dispneia progressiva, relutância ao movimento, apatia e, em casos 

graves, ruídos respiratórios e apneia seguida de morte. Durante a necropsia, 

poucas alterações macroscópicas no parênquima pulmonar foram identificadas. 

Todavia, em animais com grave sintomatologia respiratória, os pulmões 

apresentaram formações multinodulares difusas, com conteúdo purulento, 

distribuídas por até mais da metade do parênquima pulmonar.  

 A partir da avaliação histopatológica do sistema respiratório, a descrição 

de diferentes alterações patológicas foi realizada (Tabela 13). Em alguns animais 

o lúmen dos alvéolos encontrava-se repleto de material eosinofílico amorfo, o 

que caracteriza edema pulmonar. Em amostras de outros animais, o enfisema 

pulmonar foi identificado, a partir da presença da distensão grave dos alvéolos 

pulmonares, com redução da superfície de troca gasosa (Figura 28D).   
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 Ainda nesse âmbito, outra patologia respiratória detectada foi a 

pneumonia granulomatosa, que se caracteriza macroscopicamente pela 

formação de múltiplos nódulos dispersos irregularmente ao longo do parênquima 

pulmonar, repletos de secreção caseosa e infiltrado inflamatório, mononuclear 

com presença de células gigantes multinucleadas (Figura 28D). Tais achados, 

somados aos quadros de dificuldade respiratória sugerem se tratar de quadros 

infecciosos, porém o agente etiológico não foi identificado.  

 As alterações pulmonares, desde os casos leves de edema e enfisema, 

até a pneumonia granulomatosa grave, podem estar relacionadas com as 

alterações do envelhecimento pulmonar já mencionadas, como o aumento da 

susceptibilidade a infecções, redução da função e capacidade regenerativa e 

comprometimento do sistema imunológico (Cho; Stout-Delgado, 2019).  

 Por fim, não foi possível estabelecer relações entre o consumo de nitrato 

inorgânico e diferenças na incidência de doenças respiratórias. As demais 

condições patológicas e alterações nos sistemas orgânicos identificadas 

encontram-se na Tabela 13, de acordo com o grupo experimental.  

 Em conclusão, os resultados deste trabalho, sugerem que o consumo 

suplementar de nitrato inorgânico (NaNO3 10mM) por um longo período de 

tempo não exerce influência sobre o desenvolvimento e progressão de doenças 

em animais idosos, independente do sexo. No entanto, mais estudos sobre o 

consumo crônico de nitratos e as patologias dependentes da idade, são 

necessários.    
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5. CONCLUSÕES  

 

A suplementação com nitrato inorgânico por longos períodos, realizada 

pela água de beber (NaNO3 10mM), foi responsável por uma ingestão média de 

aproximadamente 100mg/kg/dia desse sal. O consumo crônico — a partir dos 15 

meses de idade até a morte natural — não exerceu influência sobre a 

longevidade e tempo de vida médio de ratos Wistar, independentemente do 

sexo. 

O tratamento continuado promoveu melhora na reatividade vascular 

dependente de endotélio funcional, assim como ganho nas respostas 

vasodilatadoras e vasoconstritoras. Tal achado sugere uma possível ação 

benéfica sobre a disfunção endotelial em animais idosos, de ambos os sexos. 

Também não houve indícios de tolerância e/ou resistência ao tratamento, bem 

como de efeitos potencialmente danosos à função vascular. 

O processo de envelhecimento induziu alterações bioquímicas 

expressivas, sobretudo a partir dos 27 meses de idade. Todavia, o consumo de 

nitrato não foi relacionado com alterações nos parâmetros que avaliaram o 

estresse oxidativo, função renal, lesão hepática e perfil lipídico. Sinais de 

intoxicação ou disfunções relacionadas ao tratamento também não foram 

encontradas.  

A suplementação crônica com nitrato inorgânico não se mostrou 

diretamente associada a nenhuma das condições patológicas envolvidas com a 

causa da morte dos indivíduos. Do mesmo modo, a progressão das doenças e 

seus efeitos fisiopatológicos não foram influenciados pela intervenção. 

Entretanto, foram descritas diferenças significativas quanto à causa da morte 

entre machos e fêmeas.  

Os resultados contribuem para o conhecimento existente acerca dos 

efeitos benéficos do consumo de alimentos ricos em nitrato, além de sugerir se 

tratar de uma suplementação segura e eficiente a longo prazo, com resultados 

positivos principalmente sobre a saúde cardiovascular. No mais, os dados 

apoiam o estímulo às abordagens nutricionais como estratégia complementar na 

modulação das mudanças funcionais relacionadas à idade e destacam a 

influência do gênero e suas particularidades sobre o processo de 

envelhecimento. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1: Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal da Paraíba - CEUA-UFPB. 
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Anexo 2: Quantidade de amostras analisadas nos testes bioquímicos em 

relação ao tempo de experimento (FP = Fêmea Placebo; FN = Fêmea Nitrato; 

MP = Macho Placebo; MN = Macho Nitrato). 

 IDADE (MESES) 

  15 18 21 24 27 30 33 

M
D

A
 

FP 18 13 18 9 10 7 6 

FN 16 13 15 7 10 7 6 

MP 11 10 11 16 4 3 2 

MN 13 12 13 18 7 1 4 

C
R

E
A

T
IN

IN
A

 FP 16 19 14 8 8 4 5 

FN 13 15 10 11 9 6 5 

MP 11 11 6 7 5 8 2 

MN 16 13 6 7 6 6 3 

U
R

E
IA

 FP 18 19 16 8 9 9 5 

FN 13 18 10 12 9 5 6 

MP 12 14 7 6 5 9 2 

MN 16 14 8 8 6 8 3 

A
L

T
 

FP 16 17 16 7 9 6 5 

FN 13 16 10 10 9 5 6 

MP 8 11 6 6 5 8 2 

MN 16 14 7 8 6 8 3 

A
S

T
 

FP 18 19 15 6 9 4 4 

FN 13 17 10 12 9 3 6 

MP 12 14 7 6 5 5 2 

MN 16 14 7 8 5 8 2 

F
A

 

FP 18 19 15 7 9 7 5 

FN 15 16 10 12 9 6 6 

MP 12 14 7 6 5 8 2 

MN 16 14 7 8 5 9 2 

G
G

T
 

FP 16 17 16 8 8 5 3 

FN 12 16 8 12 9 4 6 

MP 12 8 7 6 3 5 1 

MN 16 12 7 8 5 7 3 

C
O

L
E

S
T

E
R

O
L

 

T
O

T
A

L
 

FP 15 17 12 8 7 8 5 

FN 12 15 8 5 8 4 6 

MP 11 11 5 6 5 9 2 

MN 15 13 7 8 6 8 3 

H
D

L
 

FP 7 9 12 6 5 2 1 

FN 8 13 6 6 5 3 1 

MP 8 5 1 6 3 3 1 

MN 8 6 1 6 5 7 1 
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Anexo 3: Produção científica durante o período de doutoramento. Artigos 

publicados em periódicos de alto impacto (IF 9,98) em colaboração com o 

Karolinska Institutet na Suécia.  
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